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RESUMEN                       
La resistencia a antimicrobianos constituye actualmente un problema de gran 
impacto en Salud Pública. El excesivo uso de antimicrobianos en medicina humana 
y veterinaria y en agricultura ha originado un incremento continuo de fracasos en la 
terapia antimicrobiana debido al aumento y diversidad de microorganismos 
resistentes. 
La evaluación del riesgo del desarrollo de resistencias cobra especial interés 
cuando se utilizan pautas de administración por vía oral en animales de abasto, por 
cuanto implica el contacto directo del antimicrobiano con bacterias que forman 
parte de la microbiota intestinal. Y ello teniendo en cuenta además, que el intestino 
puede ser un hábitat adecuado para el posible intercambio de material genético y, 
por lo tanto, de resistencias entre bacterias de igual o diferente especie.  
En el presente trabajo se planteó la hipótesis de que la combinación dosis-
duración del tratamiento con doxiciclina por vía oral influye sobre el desarrollo y/o 
selección de bacterias resistentes en la microbiota intestinal y para contrastarla se 
utilizó como modelo animal el conejo y como prototipo de bacteria Escherichia coli. 
En otras palabras se pretendía evaluar el riesgo de desarrollo o selección de E. coli 
resistentes en conejos tratados por vía oral con diferentes pautas de doxiciclina.  
Los animales experimentales se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos 
experimentales de 5 conejos cada uno en función de la dosis de doxiciclina 
administrada vía oral por litro de agua de bebida y según el tiempo de tratamiento, 
quedando conformados por un grupo de animales control, un grupo de animales 
tratados con la dosis terapéutica de 100 mg de doxiciclina durante 6 días,  un grupo 
de animales tratados con la dosis subterapéutica de 50 mg de doxiciclina durante 
12 días y un grupo de animales tratados con 200 mg de doxiciclina durante 3 días. 
  
Las muestras fecales se recogieron antes de iniciar el tratamiento (AT), luego de 
finalizado el tratamiento (FT) y transcurridas 4 semanas desde la finalización del 
tratamiento (PT). En el grupo control las muestras se tomaron en los mismos 
tiempos que en el grupo de animales tratados con la pauta estándar o dosis 
terapéutica. 
 Al estudiar y comparar el efecto de la administración del tratamiento sobre los 
patrones de sensibilidad frente a doxiciclina, amoxicilina y gentamicina, se observó 
que la evolución en los porcentajes de resistencia a estos antimicrobianos a lo largo 





La detección por PCR de algunos de los genes implicados en los mecanismos de 
resistencia frente a antimicrobianos reveló, que la microbiota intestinal habitual de 
los conejos puede desempeñar un papel importante como reservorio de genes de 
resistencia a tetraciclina. En virtud del alto porcentaje de aislados portadores del 
gen blaTEM tanto en los animales control como en los tratados, así como el bajo 
porcentaje de blaCTX-M-9 detectado en nuestro estudio,  podría decirse que los 
aislados comensales de E. coli de la microbiota intestinal de los conejos son un 
reservorio de betalactamasas de espectro extendido (BLEEs). 
El análisis de las mutaciones en los genes gyrA y parC de los aislados de E. coli 
de los animales estudiados reveló que todos los aislados resistentes a 
fluoroquinolonas y que pertenecían a la fase de PT poseían las mutaciones típicas 
de estos genes publicadas en otros estudios.  
 
No se detectaron aislados portadores de lo genes qnr por lo que se podría pensar 
que estos genes no juegan un papel importante en la selección de aislados 
resistentes a fluoroquinolonas mediada por plásmidos en conejos. 
 
El tratamiento con doxiciclina originó un cambio en las poblaciones de E. coli 
predominantes en la microbiota intestinal de los conejos, favoreciendo en algunos 
casos el desarrollo de una población homogénea desde el punto de vista genotípico 
con un fenotipo de resistencia predominante: DOXICICLINA-ERITROMICINA (DOX-
ERI).  
 
La técnica de PCR permitió detectar integrones en 56 de los 69 (81,1%) aislados 
comensales multirresistentes analizados procedentes de 11 animales y en los que 
se detectó mayoritariamente el gen que codifica la integrasa clase 1 (intI1). Estos 
aislados se encontraron básicamente en la fase posterior al tratamiento. El gen 
intI2 junto con el intI1 solo se detectó en un aislado en la fase posterior al 
tratamiento o PT. No se detectaron integrones de clase 3 en este estudio.  
Se encontró poca diversidad de genes de resistencia a antimicrobianos 
detectados en las regiones variables de los integrones caracterizados. 
La identificación de los grupos filogenéticos en los aislados de E. coli 
multirresistentes de conejos, reveló que los grupos detectados con mayor 





En definitiva, en este estudio no se consiguió demostrar la hipótesis propuesta 
de que la combinación dosis-duración del tratamiento con doxiciclina por vía oral 
influye sobre el desarrollo y/o selección de bacterias resistentes utilizando como 
modelo animal el conejo y como prototipo de bacteria E. coli. Y ello debido, 
seguramente, al alto porcentaje de aislados de E. coli resistentes a este 
antimicrobiano presentes en la microbiota intestinal antes del tratamiento. En otras 
palabras, el modelo propuesto no permitió, como inicialmente se pretendía, evaluar 







The resistance to antimicrobial at the moment constitutes a problem of great 
impact in Public Health. The excessive use of antimicrobial in human and veterinary 
medicine and agriculture has originated a continuous increase of failures in the 
antimicrobial therapy due to the increase and diversity of resistant microorganisms. 
Risk evaluation of the development of resistance receives special interest when 
oral administration is used in drugs given to farm animals, inasmuch as it implies 
the direct bonding of the antimicrobial drug with bacteria that comprise of intestinal 
microbiota. In addition, the intestine can be a habitat adapted for the possible 
interchange of genetic material and, therefore, of resistance between bacteria of 
equal or different species. 
In the present work the hypothesis proposed that the combination dose-duration 
of the treatment with doxycycline per os (PO) influences the development and/or 
selection of resistant bacteria in the intestinal microbiota, to work on the hypothesis 
animals used as models were rabbits and as prototype bacteria Escherichia coli. In 
other words it was tried to evaluate the risk of development or selection of E. coli 
resistant bacteria in rabbits treated with different doses of doxycycline. 
The experimental animals were randomly distributed in four experimental groups 
of 5 rabbits each one, based each group on the dose of doxiciclin administered and 
the duration of the treatment, finally the five groups were conformed by a control 
group, a group of animals treated with a therapeutic dose of doxiciclin consisting in 
100 mg for 6 days, a group treated with sub therapeutic dose of doxiciclin of 50 mg 
during 12 days and a group treated with 200 mg of doxycycline during 3 days. The 
fecal samples were taken before initiating the treatment (BT), after finalized the 
treatment (AT) and 4 weeks post treatment (PT). In the group control the samples 
were taken at the same times that in the rest of the groups. 
When studying and comparing the effect of the administration of the treatment 
with doxycycline, amoxcillin and gentamicin over the patterns of sensitivity, it was 
observed that the evolution in the percentage of resistance to these antimicrobial, 
was not associated to the therapeutic guideline throughout the test. 
The detection by PCR of some of the genes responsible in the mechanisms of 
resistance against the antimicrobial revealed, that normal intestinal microbiota of 
rabbits can play an important role as reservoir of genes of resistance to 
tetracycline. Due to the high percentage of isolated carriers of the gene blaTEM, as 





detected in our study, could mean that the isolated dependants of E. coli in the 
intestinal microbiota of the rabbits is a reservoir of betalactamases of extended 
spectrum (BLEEs). 
The analysis of the mutations in the genes gyrA and parC of the isolated of E. 
coli in the studied animals revealed that all isolated resistant to fluoroquinolons and 
that belonged to the PT group had typical mutations of these genes published in 
other studies.    
Isolated carriers of the genes qnr were not detected, there for it would be 
possible to think that these genes do not play an important role in the selection of 
isolated resistant to fluoroquinolones mediated by plasmids in rabbits.   
The treatment with doxycycline originated a change in the populations of E. coli 
in intestinal microbiota of the rabbits, favoring in some cases the development of a 
homogenous population from a genotypic point of view with a phenotype of 
predominant resistance: DOXYCYCLINE-ERYTHROMYCIN (DOX-ERY). 
The PCR technique allowed to detect integrons in 56 of 69 (81.1%) of the 
multiresistant dependants isolated analyzed coming from 11 animals, in which the 
gene detected mainly is the one that codifies integrase class 1 (intI1). These 
isolated basically were in the phase subsequent to the treatment (PT). The gene 
intI2 along with intI1 were detected in isolated in the phase subsequent to a 
treatment or PT. Not integrons were detected on class 3 in this study.   
There was little diversity of the detected genes for resistance to antimicrobial in 
the characterized variable regions of integrons.  
The identification of the filogenetics groups in the isolated multiresistant E. coli 
of rabbits revealed that the most frequently detected groups were D (62.5%) and 
B2 (16%).  
In this study the propose hypothesis that the combination dose-duration of the 
treatment with doxiciclin PO influences the development and/or selection of 
resistant bacteria using like model animal the rabbit and prototype of bacterium E. 
coli was not demonstrated. This probably due, surely, to the high percentage of 
isolated E. coli resistant to this antimicrobial present in the intestinal microbiota 
before the treatment. In other words, the proposed model did not allow, to 





































1 – Introducción 
 







1.1. EL PROBLEMA DE LA RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS 
Las resistencias antimicrobianas constituyen un problema de gran impacto en 
Salud Pública alcanzando elevadas proporciones en los últimos años. Numerosas 
publicaciones han destacado la posible relación entre el uso imprudente o la 
sobreutilización de antimicrobianos en animales y el incremento de resistencias a 
dichos compuestos en bacterias de importancia en patología humana y animal 
(Neu, 1992; Piddock, 1996; Witte, 1998; Mellon y col., 2001), originando el 
incremento continuo de fracasos terapéuticos debido al aumento en número y 
diversidad de microorganismos resistentes (Livermore, 2003).  
Por otra parte, al administrar las sustancias antimicrobianas por vía oral, las 
bacterias que forman parte de la microbiota intestinal parecen ser fundamentales 
dentro del proceso de adquisición y de transferencia interbacteriana de genes 
codificadores de resistencia, ya que son las que se encuentran expuestas a la 
presión selectiva ejercida por la administración del antimicrobiano (Nijsten y col., 
1994; Bartoloni y col., 2006). De esta forma, tras un tratamiento con sustancias 
antimicrobianas pueden permanecer en el tracto gastrointestinal bacterias 
resistentes que en un momento dado pueden provocar un cuadro patológico o bien 
transferir sus elementos de resistencia a otras bacterias patógenas que colonicen el 
intestino (Nijsten y col., 1994; Bartoloni y col., 2006). Por ello, estos 
microorganismos comensales pueden ser útiles a la hora de estimar la presión 
selectiva ejercida por la administración de antimicrobianos y la consecuente 
aparición de resistencias en microorganismos patógenos (van den Bogaard y  
Stobberingh, 2000). 
Escherichia coli está presente en diferentes nichos ecológicos y se ha descrito 
como microorganismo comensal o patógeno en personas y animales. En el tracto 
digestivo, las cepas comensales se localizan principalmente en el ciego y en el 
colon, específicamente en la capa mucosa que recubre las células epiteliales, siendo 
continuamente eliminadas al lumen intestinal y excretadas al exterior a través de 
las heces (Tenaillon y col., 2010). Este microorganismo es responsable de 
enfermedades intestinales y extraintestinales en personas así como de infecciones 
en el medio intrahospitalario (Rodriguez-Baño y col., 2006). En animales de abasto 
y de compañía E. coli participa en el síndrome diarreico en conejos (De Rycke y 
col., 1997; Urumova y  Petrov, 2008; Blanco y col., 2009; Poeta y col., 2009), 
ganado porcino, bovino y ovino, y perros y causa infecciones extraintestinales en 
perros y gatos, rumiantes y cerdos e infecciones respiratorias y septicemia en aves 





E. coli ha sido comúnmente utilizada como indicador o modelo en estudios sobre 
los niveles de resistencia a antimicrobianos en poblaciones bacterianas que 
conforman la microbiota intestinal en animales domésticos (Aarestrup y col., 1998; 
van den Bogaard y  Stobberingh, 2000; Sorum y  Sunde, 2001). Algunos estudios 
epidemiológicos se desarrollaron con aislados comensales y patógenos de E. coli 
para identificar los determinantes genéticos de resistencia. Estos estudios han 
proporcionado un análisis de la epidemiología descriptiva y molecular de las 
bacterias fecales de animales resistentes a antimicrobianos (Lanz y col., 2003; 
Boerlin y col., 2005; Guerra y col., 2006; Sawant y col., 2007). Asimismo, se ha 
demostrado la relación entre el uso de antimicrobianos en animales de abasto y el 
incremento de la presencia de aislados bacterianos resistentes en el tracto digestivo 
de los animales (Gellin y col., 1989; Sunde y col., 1998; Blake y col., 2003). Sin 
embargo, los procesos subyacentes a la aparición y propagación de estas bacterias 
resistentes a los antimicrobianos son poco conocidos, y el cómo estos aislados son 
seleccionados por la administración de antimicrobianos en el ecosistema intestinal 
aún no está claro (Bibbal y col., 2009).  
En el pasado, el uso de los antimicrobianos como promotores del crecimiento en 
animales destinados al consumo humano así como el escaso control en su 
utilización y del riesgo sanitario de dicho uso, generaron serias preocupaciones 
sobre su posible contribución en la presencia de bacterias resistentes en las 
personas (Bryan y col., 2004). Hay que mencionar que las partes implicadas: 
ganaderos, industria farmacéutica y de producción de piensos, veterinarios, 
médicos y científicos en general, tuvieron opiniones diferentes respecto de la 
conveniencia o no del empleo de antimicrobianos como promotores del crecimiento 
en explotaciones ganaderas, llegando a discrepar en tan intrincado problema y de 
tan grandes repercusiones económicas y sanitarias. 
La propiedad de los antimicrobianos de mejorar las tasas de crecimiento animal 
se conoce desde finales de los años cuarenta del pasado siglo, cuando se observó 
que las aves alimentadas con productos de la fermentación de Streptomyces 
aureofaciens mejoraban su desarrollo. Se identificó el factor de crecimiento en 
dichos extractos como residuos de clortetraciclina. Posteriormente se confirmó esta 
propiedad en múltiples antimicrobianos y para diversas especies animales. Los 
antimicrobianos como promotores del crecimiento se han empleado a dosis 
subterapéuticas durante largos períodos de la vida del animal, aumentando el 
crecimiento promedio diario y los índices de conversión de alimentos a razón de 3% 
a 11%. El mecanismo por el cual los antimicrobianos favorecen el crecimiento no se 





cualitativamente la microbiota intestinal, provocando una disminución de los 
microorganismos causantes de enfermedades subclínicas. Asimismo, actúan 
reduciendo la microbiota normal que compite con el hospedador por los nutrientes. 
Todo ello conduce a una mejora en la productividad y reduce la mortalidad de los 
animales. 
Desde la década de los cincuenta, la adición de antimicrobianos en pequeñas 
dosis al pienso de los animales de abasto ha venido siendo una práctica habitual 
para mejorar los índices de producción (Dibner y  Richards, 2005). En aquel 
entonces no se tuvo en cuenta el efecto que el consumo de estos “factores 
nutritivos”, como se les consideró en un principio, pudiera tener sobre la resistencia 
bacteriana. A finales de los sesenta surgieron las primeras alertas sobre el 
incremento de las resistencias y la posible relación con el consumo de 
antimicrobianos como promotores del crecimiento (Barnes, 1958; Elliott y  Barnes, 
1959). Cabe recordar que el tema de la resistencia a los antimicrobianos en los 
animales y la posibilidad de su transferencia a las personas se abordó y se publicó 
en el llamado informe británico Swann (Swann y col., 1969), donde se formularon 
varias recomendaciones que si se hubiesen acatado rigurosamente, habría menos 
preocupación por este problema en el Reino Unido y posiblemente en otros países. 
En algunos estudios se ha demostrado una disminución de las resistencias 
bacterianas observadas en los animales de abasto al abolir la administración de 
sustancias antimicrobianas como promotores de crecimiento en dichos animales 
(Aarestrup y col., 2001; Casewell y col., 2003). En este sentido, en el Reglamento 
(CE) Nº 1831/2003, del Parlamento Europeo y del Consejo de 22 de septiembre 
de 2003, sobre los aditivos en la alimentación animal, se establece que “la 
comercialización y la utilización como aditivos para la alimentación animal de 
antimicrobianos distintos de los coccidiostáticos y los histomonóstatos, sólo podrá 
efectuarse hasta el 31 de diciembre de 2005; a partir del 1 de enero de 2006, 
estas sustancias se eliminarán del registro”. 
Casewell y col. (2003) señalan que después de la retirada de los 
antimicrobianos empleados como promotores del crecimiento, el bienestar animal 
se ha visto afectado y a pesar de los esfuerzos para mejorar otros aspectos de la 
ganadería, el uso veterinario de antimicrobianos terapéuticos, que son idénticos a 
los utilizados en medicina humana, se ha incrementado, y esto constituye un 
riesgo teórico para la salud humana en relación con la resistencia de Salmonella, 
Campylobacter y cepas zoonósicas de E. coli. Según estos autores, los esfuerzos y 





lograr un uso racional de los antimicrobianos en personas y animales, y en un 
esfuerzo mucho mayor para entender el complejo epidemiológico de patógenos 
resistentes y genes de resistencia.  
En los últimos años se han creado en diferentes países de la Unión Europea 
redes de vigilancia de las resistencias a antimicrobianos en bacterias de origen 
tanto animal como humano con el objetivo de cuantificar la magnitud del problema 
de la resistencia a los antimicrobianos, hacer un seguimiento de la evolución de 
dicha resistencia a lo largo de los años y determinar el efecto de determinadas 
políticas del uso de estos compuestos en animales. En este sentido, en España se 
creó en 1997 la red de vigilancia veterinaria de resistencia a antimicrobianos (VAV), 
financiada por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación y que tiene su sede 
en el Departamento de Sanidad Animal de la Universidad Complutense de Madrid 
(Moreno y col., 2000). 
En octubre de 1997, la Organización Mundial de la Salud convocó un comité 
multidisciplinario con la denominación de “Repercusiones médicas del uso de 
antimicrobianos en animales domésticos destinados al consumo”, que se reunió en 
la ciudad de Berlín y en el que se llegó a la conclusión de que la exposición 
prolongada a niveles bajos de antimicrobianos puede tener un mayor potencial 
selectivo que el empleo de dosis completas administradas por corto tiempo con 
fines terapéuticos. Este hecho, basado en un principio de prudencia, ha conducido a 
la prohibición en toda la Unión Europea a partir del año 2006 de la utilización de 
cualquier antimicrobiano a dosis subterapéuticas con fines productivos. 
Siempre ha sido difícil obtener pruebas sólidas de que la resistencia a los 
antimicrobianos en bacterias de origen animal contribuye a este mismo fenómeno 
en las personas. No obstante, cada día es mayor el número de investigaciones que 
aportan pruebas de la transferencia de resistencias desde las bacterias animales a 
las del hombre. 
En el presente trabajo se plantea un ensayo experimental in vivo en el que se 
utiliza E. coli como modelo de bacteria gramnegativa que forma parte de la 
microbiota habitual del intestino de los gazapos, para evaluar el efecto de la 
administración por vía oral con diferentes pautas de doxiciclina sobre la selección 
de aislados de  E. coli resistentes frente a diferentes antimicrobianos. 
Este ensayo experimental forma parte de un proyecto de investigación más 
amplio ejecutado en colaboración con el CReSA (Centre de Recerca en Sanitat 





controladas de experimentación el riesgo de aparición de resistencias a 
antimicrobianos en bacterias intestinales de pollos, cerdos y conejos tras la 
administración por vía oral de diferentes pautas de tratamiento con enrofloxacina 
en el caso de los pollos, colistina en cerdos y doxiciclina en conejos, 
antimicrobianos estos que se seleccionaron en función de sus características 
farmacocinéticas, farmacodinámicas y mecanismos de resistencia. Asimismo, el 
diseño y ejecución de un modelo experimental sencillo, y de una metodología 
sistemática de laboratorio que permitiera evaluar el riesgo de aparición de 
resistencias, podría tener cierta relevancia como alternativa para llevar a cabo los 
estudios propuestos en la Guía EMEA/CVMP/244/01 de la Agencia Europea de 
Medicamentos, sancionada por la Agencia Española del Medicamento, y que entró 
en vigor en el año 2003.  
En la actualidad, el conocimiento del comportamiento terapéutico de los 
antimicrobianos pasa por la realización de los estudios farmacocinéticos en los que 
se valora la concentración del principio activo en un determinado órgano o tejido 
cuando se suministra una determinada cantidad diaria durante un período de 
tiempo definido (Baggot, 2001). Estos estudios farmacocinéticos permiten inferir, al 
combinar sus datos con los del grado de sensibilidad de los microorganismos, si es 
previsible obtener o no un efecto positivo con la pauta terapéutica establecida. No 
obstante, y aunque los parámetros farmacocinéticos son útiles para conocer el 
grado de eficacia esperado, no aportan información del riesgo de generación, 
selección o persistencia de cepas resistentes como resultado del tratamiento con 
antimicrobianos, por lo que se hace imprescindible el establecimiento de nuevas 
pautas terapéuticas conducentes a minimizar este riesgo. Además, los 
conocimientos de farmacocinética, farmacodinamia y de mecanismo de resistencia 
deben complementarse con una adecuada política de educación de todos los 
profesionales de la Salud Pública y de la Medicina Veterinaria, haciendo énfasis en 
el concepto interdisciplinario e intersectorial del uso racional de los antimicrobianos 
como elemento clave para lograr una reducción de los niveles de resistencia 
antimicrobiana (FEDESA, 1999).  
Los datos sobre el uso de antimicrobianos juegan un papel importante en el 
desarrollo de políticas nacionales e internacionales para la disminución de la 
resistencia antimicrobiana. Por consiguiente, la Organización de las Naciones Unidas 
para la Agricultura y la Alimentación (FAO), la Organización Mundial de Sanidad 
Animal (anteriormente Oficina Internacional de Epizootias) y la Organización 
Mundial de la Salud (WHO) han recomendado que cada país debería implementar 





autoridad nacional competente para valorar el uso de los agentes antimicrobianos 
en los animales (WHO, 1997; Nicholls y col., 2001; WHO, 2002, 2003). 
Los objetivos del seguimiento del uso de antimicrobianos en animales son 
múltiples, y los datos obtenidos de éste pueden ser usados i) para comparar el uso 
de antimicrobianos entre y dentro de los países y entre períodos de tiempo; ii) para 
facilitar la interpretación de los patrones y tendencias relativas a resistencia a los 
antibióticos y sus residuos, iii) como una base para la evaluación de riesgos 
relacionados con la resistencia a los antimicrobianos y sus residuos, iv) como  base 
para las decisiones relativas a las medidas de control, v) como base para la 
evaluación de la eficacia de las medidas de control que se apliquen, vi) para valorar 
la propagación y los efectos de la contaminación del medio ambiente con 
medicamentos, vii) como una base para enfocar la investigación y el desarrollo, y 
viii) como base para el desarrollo de políticas dirigidas a la contención de la 
resistencia a los antimicrobianos (WHO, 2003). 
Finalmente, es cada vez más necesario abordar el problema de la resistencia 
antimicrobiana desde una perspectiva ecológica que permita comprender el efecto 
medio ambiental de los agentes biocidas (antimicrobianos, 
detergentes/antisépticos, metales pesados y sustancias orgánicas tóxicas) como 
agentes modificadores de la estructura poblacional de los microorganismos, 
alterando la biodiversidad en distintos nichos ecológicos y eventualmente 
influyendo sobre la aceleración adaptativa y en última instancia sobre la evolución 
de las bacterias (Novais, 2010). 
 
1.2. ANTIMICROBIANOS Y GENERALIDADES DE LAS RESISTENCIAS 
ANTIMICROBIANAS 
Los antimicrobianos pueden agruparse atendiendo a diversos criterios tales como 
estructura química, mecanismo de acción, espectro de actividad o efecto 
antimicrobiano. 
Según su estructura química pueden clasificarse en betalactámicos, 
aminoglucósidos, glicopéptidos, rifampicinas, tetraciclinas, macrólidos, quinolonas, 
sulfamidas, fenicoles, entre otros.  






 Inhibidores de la síntesis de los ácidos nucleicos. Dentro de este grupo se 
incluyen las sulfamidas y el trimetoprim que impiden la síntesis del folato. Las 
sulfamidas son antagonistas del ácido para-aminobenzoico (PABA), necesario 
para la síntesis del ácido fólico (Martín-Jimenez, 2002), y el trimetoprim inhibe 
a la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) involucrada en la transformación del 
ácido dihidrofólico en ácido tetrahidrofólico. Estos antimicrobianos 
conjuntamente inhiben de forma secuencial la síntesis del ácido tetrahidrofólico 
bacteriano, precursor de las purinas y los ácidos nucleicos y, 
consecuentemente, alteran la síntesis de proteínas y los mecanismos de 
replicación bacteriana. También pertenecen a este grupo las quinolonas y la 
novobiocina que actúan directamente en la cadena de ADN.  
 Antimicrobianos que interfieren en la síntesis de la pared celular 
bacteriana. Estos antimicrobianos actúan bloqueando la síntesis de 
peptidoglicanos y provocando la muerte bacteriana por un efecto osmótico. Se 
incluyen en este grupo los β-lactámicos y los glucopéptidos.   
 Inhibidores de la síntesis de proteínas. Actúan uniéndose al complejo 
ribosomal-mRNA deteniendo la síntesis proteica. Pertenecen a este grupo las 
tetraciclinas, aminoglucósidos, fenicoles, estreptograminas, ácido fusídico, 
lincosamidas y los macrólidos.  
 Inhibidores de la membrana celular. A este grupo pertenecen las 
polimixinas que actúan como detergentes catiónicos, rompiendo la membrana 
citoplasmática de la célula, al atacar los grupos fosfato expuestos de la 
membrana fosfolipídica.  
En función al espectro de actividad se han clasificado en antimicrobianos de 
amplio y reducido espectro, y por su efecto sobre el crecimiento de las bacterias se 
clasifican en bactericidas o bacteriostáticos.  
Las resistencias antimicrobianas pueden ser de tipo natural cuando las bacterias 
carecen de la molécula diana a la que se une el antimicrobiano y, en consecuencia, 
afecta a todas las bacterias de una misma especie o género. Un ejemplo de esto es 
la resistencia de Pseudomona aeruginosa a las bencilpenicilinas y trimetoprim 
sulfametoxazol (Sussmann y col., 2002). En otros casos la resistencia puede ser 
adquirida y aparece únicamente en algunas poblaciones dentro de una determinada 
especie. Este tipo de resistencia aparece por mutaciones en el ADN o por la 
adquisición de material genético exógeno a través de plásmidos, transposones o 





Los mecanismos de resistencia desarrollados por las bacterias a los 
antimicrobianos están basados, en general, en uno o varios de los siguientes 
mecanismos que pueden coexistir en la misma bacteria (French y  Phillips, 1997; 
Levy, 1998; Walsh, 2003): 
 Inactivación del antimicrobiano. La inactivación se produce por la 
producción de enzimas codificadas por genes cromosómicos o 
extracromosómicos que alteran la estructura química del antimicrobiano. Son 
ejemplo de este mecanismo la producción de β-lactamasas, enzimas 
modificadoras de aminoglucósidos y de cloranfenicol, así como de tetraciclinas y 
macrólidos. 
 Modificación de las moléculas dianas. Estas modificaciones normalmente se 
deben a mutaciones que alteran el sitio de unión de los antimicrobianos, 
impidiendo así su actividad. Ejemplos de este mecanismo serían la alteración de 
las proteínas fijadoras de penicilinas (PBPs) en el caso de la resistencia a los 
betalactámicos, la alteración de la ADN girasa en el caso de la resistencia a las 
quinolonas y las alteraciones en el ARNr 23S en el caso de los macrólidos. 
 Disminución de la permeabilidad celular. Este mecanismo puede afectar a 
muchas clases de antimicrobianos simultáneamente, produciendo una 
resistencia múltiple tanto a agentes hidrofílicos, tales como cloranfenicol, 
trimetoprim, tetraciclina y quinolonas, como a los compuestos betalactámicos 
como consecuencia de la disminución de la entrada del antimicrobiano causada 
por mutaciones de los genes que codifican las porinas de la pared celular 
(especialmente las denominadas OmpF) o debido a la presencia de proteínas de 
membrana especializadas que disminuyen no solamente la entrada del 
antimicrobiano sino que a su vez las bacterias reducen la concentración del 
antimicrobiano y se promueve la expulsión activa del mismo. 
 Expulsión de agentes antimicrobianos. El desalojo se realiza mediante 
transportadores o bombas de expulsión activas ubicadas en la membrana 
interna de los microorganismos que impiden que el antimicrobiano se acumule 
en el interior de la célula sacándolo fuera de ésta. La resistencia a tetraciclinas y 
quinolonas puede ser debida a este mecanismo. 
 
1.2.1. Elementos genéticos de transferencia horizontal 
La transferencia horizontal parece tener un papel crucial en la adaptación 
bacteriana a nichos ecológicos específicos y en la diseminación y la persistencia de 
la resistencia a antimicrobianos entre miembros de la familia Enterobacteriaceae 





horizontal favorece el intercambio entre distintos elementos genéticos, dotando de 
una gran plasticidad a las poblaciones bacterianas (Osborn y  Boltner, 2002; 
Toussaint y  Merlin, 2002). Recientemente se ha sugerido que la transferencia 
horizontal ocurre entre microorganismos que comparten características similares 
como el tamaño del genoma o su contenido en guanina/citosina (G+C) (Jain y col., 
2003).  
Entre los principales elementos genéticos asociados a la diseminación de las 
resistencias a antimicrobianos en Enterobacteriaceae se encuentran los plásmidos, 
los transposones y los genes casetes en integrones, que hacen posible la 
transmisión de la resistencia entre bacterias y que incluso pueden pertenecer a 
géneros o especies diferentes (Carattoli, 2001; Sunde y  Sorum, 2001). Además, 
en un mismo elemento genético pueden encontrarse varios genes implicados en la 
resistencia a diferentes familias de antimicrobianos, provocando que las bacterias 
que los poseen presenten un fenotipo de multirresistencia. 
Los principales mecanismos que facilitan la transferencia horizontal de genes 
entre bacterias son: 
a) Conjugación. En este proceso el ADN que forma parte de plásmidos y 
transposones conjugativos puede ser transferido de una célula donadora a una 
célula receptora por contacto directo a través de los pilis sexuales, siendo el 
mecanismo más importante ya que es llevado a cabo por un gran número de 
especies y géneros bacterianos (Davison, 1999). 
b) Transducción. Implica la transferencia de material genético de una bacteria 
a otra por medio de un bacteriófago (Davison, 1999; Orman, 2006). 
c) Transformación. Es un proceso que implica la incorporación de ADN libre 
que puede proceder del medio ambiente por autolisis bacteriana y se incorpora 
directamente a una bacteria receptora competente llevándose a cabo una 
recombinación genética (Davison, 1999; Orman, 2006). Cuando una bacteria es 
capaz de tomar una molécula de ADN y ser transformada se dice que es 
competente. 
Entre los elementos o plataformas genéticas involucradas en la transferencia 
horizontal de resistencia se encuentran: 
1.2.1.1. Plásmidos 
Son moléculas de ADN circulares extracromosómicas que pueden codificar 





independientemente del ADN cromosómico de la bacteria. Los plásmidos se 
componen de una región constante que contiene los genes responsables de 
funciones esenciales como la replicación, el mantenimiento y la transferencia, y una 
región variable donde se localizan los genes responsables de funciones adaptativas 
(resistencia a antimicrobianos, factores de virulencia o producción de bacteriocinas) 
(Osborn y col., 2000; Taylor y col., 2004; Wegrzyn, 2005). 
La clasificación de los plásmidos se ha realizado en base a diferentes criterios, 
como el número de copias, el rango de hospedador, el grupo de incompatibilidad y 
su capacidad de transferencia entre células. Esta última característica permite 
diferenciar estos elementos en plásmidos conjugativos (transferibles por 
conjugación) y plásmidos no conjugativos-móviles (transferidos por la acción de un 
plásmido conjugativo coexistente en la misma bacteria) (Francia y col., 2004; 
Taylor y col., 2004). 
 
1.2.1.2. Elementos transponibles 
Los transposones son secuencias cortas de ADN que tienen la capacidad de 
cambiar de posición dentro del cromosoma, por lo que también reciben el nombre 
de elementos genéticos móviles. Los transposones, a diferencia de los plásmidos, 
no se replican independientemente y deben estar mantenidos dentro un replicón 
funcional, ya sea plasmídico o cromosómico. Debido a estas estructuras genéticas, 
los plásmidos de diversos orígenes poseen genes idénticos de resistencia y juegan 
un papel importante en la evolución y diseminación de la resistencia entre bacterias 
(French y  Phillips, 1997). Una característica a resaltar de los transposones es la 
posibilidad de que varios de ellos, codificando resistencias a múltiples 
antimicrobianos, estén incluidos dentro de un mismo plásmido, lo que permite por 
transferencia de este último la adquisición de multirresistencia por parte de la 
bacteria receptora (Errecalde, 2004). 
Se han definido cuatro clases de transposones en enterobacterias en base a sus 
diferencias estructurales y su mecanismo de transposición: 1) transposones 
compuestos o transposones de clase I, 2) transposones de clase II, 3) transposones 
de la familia TN5090-Tn7 y 4) transposones conjugativos, siendo las tres primeras 
clases las que se encuentran con mayor frecuencia en Enterobacteriaceae. Los 
transposones de clase I o transposones compuestos consisten en dos copias de una 
secuencia de inserción (IS) con la misma o distinta orientación, que flanquean un 





antimicrobianos o funciones catabólicas, y que contribuyen a la transposición (Berg 
y  Howe, 1989). La movilidad de estos elementos también está relacionada con su 
asociación a fagos o plásmidos conjugativos, donde estos transposones se 
encuentran (Osborn y  Boltner, 2002; Toussaint y  Merlin, 2002). Los ejemplos más 
representativos de los transposones de clase I en Enterobacteriaceae son Tn5 
(IS50, kan) y Tn1525 (IS15, kan), que confieren resistencia a kanamicina, y Tn10 
(IS10, tet), que confiere resistencia a tetraciclina (Sherburne y col., 2000). Los 
transposones de clase II, los más prevalentes en enterobacterias, se caracterizan 
por la presencia de genes que codifican una transposasa y una resolvasa, y un 
segmento de ADN variable, todo ello flanqueado por dos IR (inverted repeat). 
Dentro de esta clase se han definido dos subgrupos dependiendo de la orientación 
de la transposasa y la resolvasa: los derivados de Tn3 y los derivados de Tn21 
(Liebert y col., 1999; Grindley y col., 2001). Los transposones tipo Tn3 constituyen 
un grupo ampliamente diseminado en bacterias gramnegativas y grampositivas 
aisladas de personas, de animales y del medio ambiente. Estos transposones son 
responsables de la diseminación de diferentes variantes de tipo blaTEM. Los 
transposones de la familia Tn5090-Tn7 engloban el transposon mercurial Tn5090 y 
los transposones asociados a integrones de clase 1 (Tn402) y de clase 2 (Tn7) 
descritos en bacterias gramnegativas. Los transposones conjugativos (CTn) 
engloban elementos genéticos muy diversos que también se conocen como 
elementos integrativos-conjugativos (ICEs) o elementos conjugativos-
autotransmisibles-integrativos (CONSTINs), denominación que hace referencia a su 
capacidad de autotransferencia e integración en el cromosoma bacteriano y menos 
frecuentemente en plásmidos (Salyers y col., 1995; Burrus y col., 2002; Mullany y 
col., 2002). Los CTn han sido implicados en la diseminación de resistencia a 
antimicrobianos, principalmente tetraciclinas y macrólidos, y se han  identificado 
frecuentemente en microorganismos gramnegativos. El representante más 
emblemático de este grupo es Tn916 que confiere resistencia a tetraciclina y que 
fue inicialmente identificado en Enterococcus faecalis y posteriormente en 
Enterobacteriaceae y Pseudomonas (Rice, 1998). 
Las Secuencias de Inserción (IS) que forman parte de los transposones 
están constituidas por secuencias cortas de ADN que codifican la síntesis de una 
transposasa responsable de la transposición. Las IS están implicadas en distintos 
mecanismos de transposición. Actuando como secuencias homólogas repetitivas, 
estos elementos están implicados en deleciones, inversiones o reorganizaciones del 
genoma bacteriano que tienen un gran efecto en su ensamblaje y en la agrupación 





funciones catabólicas (Mahillon y col., 1999; Bennett, 2004). Además se han 
relacionado con eventos de movilización de genes y transposones como Tn21 y con 
la expresión de genes de resistencia que incluyen genes blaCTX-M y blaSHV entre otros 
(Partridge y  Hall, 2003; Ford y  Avison, 2004; Eckert y col., 2006). 
 
1.2.1.3. Integrones y casetes genéticos 
Los integrones son elementos genéticos que incluyen un sitio específico de 
recombinación capaz de capturar y movilizar genes contenidos en elementos 
móviles denominados casetes. Estas estructuras son moléculas de ADN no 
replicativas y circulares que contienen un gen carente de promotor (típicamente de 
resistencia a antimicrobianos o desinfectantes) y un sitio específico de 
recombinación denominado attC o elemento de 59 pb ubicado en el extremo 3’ de 
la secuencia e implicado en su movimiento (Hall y  Collis, 1995; Recchia y  Hall, 
1995a; Labbate y col., 2009). Los casetes se diferencian de los transposones en 
que no codifican la enzima responsable de su movimiento (Hall, 1997) y pueden 
diseminarse a través de las poblaciones bacterianas por mecanismos de 
transferencia horizontal (Collis y  Hall, 1992). Los integrones no están dotados de 
movilidad sino que se asocian a secuencias de inserción, transposones y/o 
plásmidos conjugativos que permiten su transmisión intra e intercelularmente 
(Sundstrom y col., 1991; Liebert y col., 1999; Mazel, 2006). 
Los integrones se componen de una región 5’ conservada, una región variable y 
una región 3’ conservada. La región 5’ CS (5’-conserved region) está conformada 
por un gen intI que codifica para una integrasa de la familia de las tirosina-
recombinasas, seguido de un sitio primario de recombinación (attI) involucrado en 
la integración y escisión de los casetes genéticos, y un promotor (Pc) ubicado hacia 
el extremo 3’ de la integrasa que asegura la expresión de estos genes. Esta 
secuencia promotora es seguida en ocasiones de un segundo promotor (P2) 
localizado adyacentemente al extremo 3’ del primero.  
Se han identificado cinco clases de integrones asociados a la diseminación de 
genes de resistencia en Enterobacteriaceae que difieren entre sí en las secuencias 








1.2.1.3.1. Integrones de clase 1 (intI1)  
 
Los integrones de clase 1 son derivados del transposón Tn402 y son asociados 
frecuentemente a distintos transposones de la familia Tn3 (Tn21, Tn1, Tn3) (Fluit y 
Schmitz, 2004; Mazel, 2006). Estos elementos presentan dos regiones conservadas 
(5’CS y 3’CS) y una región variable donde se localizan los genes de resistencia que 
han sido incorporados (figura 1). Como se mencionó anteriormente, en el extremo 
5’ CS se encuentra el gen (intI1) seguido del sitio de recombinación específico 
attI1. La región variable se encuentra entre las dos regiones conservadas. Una gran 
variedad de genes casetes ha sido descrita dentro de esta región. Su localización y 
su número dentro de los integrones es muy variable debido a deleciones, 
reorganizaciones e inserciones (Rowe-Magnus y  Mazel, 2002; Fluit y  Schmitz, 
2004). La región 3’CS (3’-conserved region) está constituida por un gen de 
resistencia a compuestos de amonio cuaternario (qacE1), un gen de resistencia a 
sulfamidas (sul1) y una secuencia o marco de lectura abierto de función 
desconocida (orf5) (Fluit y Schmitz, 2004). 
Por otra parte se han identificado los llamados integrones defectivos o no 
clásicos que conservan la estructura de la región 5’ CS pero que modifican su 











           Figura 1.1. Representación esquemática de un integrón de clase 1 (intI1) 
 
1.2.1.3.2. Integrones de clase 2 (intI2) 
 
Los integrones de clase 2 están relacionados exclusivamente con la familia Tn7 
(Sundstrom y col., 1991; Radstrom y col., 1994) y poseen escasa capacidad de 
recombinación debido a la presencia de un codón de terminación ubicado en el 
aminoácido 179 de la integrasa. Presentan una región conservada 5’ en la que se 





específico attI2. La región conservada 3’ está conformada por los genes tns E, D, C, 
B y A que codifican las proteínas necesarias para su transposición (Orman, 2006). 
 
 
1.2.1.3.3. Integrones de clase 3 (intI3) 
 
Los integrones de clase 3 son similares a los de clase 1 y están asociados a 
transposones en plásmidos conjugativos (Collis y col., 2002; Correia y col., 2003) y 
su frecuencia de detección es baja. 
 
1.2.1.3.4. Integrones de clase 4 y de clase 5 
 
Los integrones de clase 4 también llamados integrones Vhc, identificados en 
Vibrio cholerae, son super-integrones cromosomales caracterizados por presentar 
múltiples genes casetes de diferentes funciones incorporados en tándem (Hopkins y 
col., 2006; Mazel, 2006). Los integrones de clase 5 se han identificado en un 
transposón compuesto localizado en un plásmido de Vibrio salmonicida (Mazel y 
col., 2006).  
Los integrones más frecuentes son los de clase 1 y están localizados en 
transposones y plásmidos y diseminados ampliamente entre las especies de la 
familia Enterobacteriaceae (Martinez-Freijo y col., 1999; Leverstein-Van Hall y col., 
2002; Leverstein-van Hall y col., 2003; Fluit y  Schmitz, 2004; Antunes y col., 
2006). 
La variabilidad de los genes casetes que componen los integrones (implicados en 
la resistencia a antimicrobianos, virulencia o funciones metabólicas) y de las 
estructuras donde se localizan indica que estos elementos, que parecen haber 
tenido origen en los superintegrones, contribuyen a la flexibilidad del genoma y a la 
capacidad de adaptación (Fluit y  Schmitz, 1999; Rowe-Magnus y  Mazel, 2002; 
Fluit y  Schmitz, 2004; Mazel, 2006). 
 
1.3. MECANISMOS DE ACCIÓN Y DE RESISTENCIA A LOS 
ANTIMICROBIANOS 
En este apartado se revisan los mecanismos de acción y de resistencia a los 








Las tetraciclinas son antimicrobianos de amplio espectro que actúan como 
agentes bacteriostáticos inhibiendo la síntesis de proteínas en las células 
bacterianas. Dicha inhibición la llevan a cabo evitando la unión del aminoacil-ARN 
de transferencia (ARNt) al sitio A del ribosoma, uniéndose las tetraciclinas 
específicamente a la subunidad 30S del ribosoma de la bacteria durante la fase 
inicial de la síntesis de proteínas (Goldman y col., 1983; Canton y col., 1999; 
Chopra y  Roberts, 2001). Para que la tetraciclina se una al ribosoma bacteriano y 
ejerza su acción debe atravesar la membrana externa y citoplasmática de los 
microorganismos gramnegativos como E. coli. Aparentemente, la membrana 
externa se atraviesa a través de las porinas OmpF y OmpC mediante difusión 
pasiva y por un proceso de energía dependiente de la membrana citoplasmática 
(Chopra y Roberts, 2001;) y, más tarde, el compuesto químico se disocia, 
permitiendo así que la fracción lipofílica atraviese la membrana citoplasmática. La 
unión del compuesto al ribosoma es reversible, lo que explica el efecto 
bacteriostático de estos antimicrobianos.   
Esta clase de antimicrobianos ha sido ampliamente usada, y después de su 
introducción en la agricultura y para uso veterinario las resistencias adquiridas 
frente a estos antimicrobianos aumentaron considerablemente en muchas 
bacterias. Uno de los problemas ha sido el uso de tetraciclinas como promotores de 
crecimiento adicionadas en el alimento, lo que sin duda ha ejercido una 
permanente presión de selección sobre la microbiota bacteriana, y ha supuesto un 
riesgo muy importante para el incremento de bacterias patógenas en humanos 
resistentes a estos antimicrobianos (Chopra y  Roberts, 2001; Jara, 2007). 
La base de esta resistencia está relacionada con la alteración del sistema de 
transporte activo de la tetraciclina hacia el citoplasma y el bombeo del 
antimicrobiano hacia el exterior. La protección del ribosoma a través de una 
proteína citoplasmática que bloquea la unión del antimicrobiano a la subunidad 30S 
del ribosoma es frecuente, y también se ha descrito en algunas bacterias la 
existencia de actividades enzimáticas que degradan el antimicrobiano. El 
mecanismo de resistencia mejor estudiado es la expulsión activa de las 
tetraciclinas. Los genes tet codifican una proteína de membrana citoplasmática 
(Tet) que actúa como un transportador activo; esta proteína intercambia un protón 
por un complejo tetraciclina catión (Canton y col., 1999). El proceso de resistencia 
está regulado por dos genes, uno codifica una bomba de expulsión activa y el otro 





ausencia de tetraciclinas (Chopra y Roberts, 2001). Actualmente se conocen al 
menos 12 mecanismos distintos de resistencia, siendo frecuente que muchos de 
ellos estén codificados por genes localizados en plásmidos y transposones, lo que 
facilita su diseminación entre diferentes especies bacterianas (Lemos, 2003). 
Los determinantes de resistencia a tetraciclinas están extendidos entre las 
especies bacterianas y se han identificado en unos 32 microorganismos 
gramnegativos y en 22 grampositivos, encontrándose con frecuencia en bacterias 
multirresistentes (Roberts, 1996; Levy y col., 1999). La resistencia se debe a 
menudo a la adquisición de nuevos genes tet asociados con plásmidos conjugativos 
o transposones (Roberts, 1996).  
Se han descrito un total de 39 genes tet que codifican diferentes mecanismos de 
resistencia, de los cuales 24 codifican proteínas Tet asociadas a la membrana 
dependientes de energía que expulsan las tetraciclinas fuera de la célula, 
disminuyendo la concentración intracelular de la droga y protegiendo de esta 
manera los ribosomas. Otros 11 de estos genes tet codifican proteínas que 
protegen el blanco de acción en el ribosoma (Chopra y  Roberts, 2001; Roberts, 
2005) y tres más producen enzimas inactivadoras del antimicrobiano. Los genes 
que codifican para proteínas involucradas en la resistencia a tetraciclinas asociados 
con un mecanismo de bomba de flujo son: tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), 
tet(G), tet(H), tet(I), tet(J), tet(K), tet(L), tet(Y), tet(30), tet(31), tet(35) y tet(39) 
en las bacterias gramnegativas, siendo los dos primeros los determinantes de 
resistencia a tetraciclinas más ampliamente distribuidos en enterobacterias 
(Roberts, 1996), y  tet(K), tet(L), tetA(P), tet(V), tet(Z), tet(33), tet(38), tcr3, 
otr(B) y otr(C) en las bacterias grampositivas (Roberts, 2005). Los genes que 
codifican este mecanismo en las bacterias gramnegativas están ampliamente 
distribuidos y generalmente están asociados con plásmidos que pertenecen a 
diferentes grupos de incompatibilidad (Mendez y col., 1980; Jones y col., 1992; 
Roberts, 1996). Estos genes frecuentemente son parte de transposones capaces de 
cambiar su localización dentro de la célula y adquirir una movilidad aumentada 
insertándose en un plásmido conjugativo. 
Los genes que codifican resistencia a tetraciclinas asociados con un mecanismo 
de protección ribosomal y que generalmente están asociados con transposones 
conjugativos con preferencia por el cromosoma (Roberts, 1997) son: tet(M), tet(O), 
tet(S), tet(Q), tetB(P), tet(T), tet(W), otr(A), tet, tet(32) (identificado en 
Clostridium sp.) y tet(36) (identificado en Bacteroides sp.), siendo los más 





más comunes en bacterias grampositivas, aunque también han sido descritos en 
gramnegativas. Las proteínas codificadas por estos genes se unen a la subunidad 
50S, un sitio diferente al de unión de la tetraciclina, pero el cambio conformacional 
del ribosoma que se produce tras su unión es suficiente para evitar la unión de la 
tetraciclina (Connell y col., 2003). 
 Los tres genes de resistencia que causan la alteración enzimática de las 
tetraciclinas son tet(X), encontrado en dos transposones de Bacteroides, tet(34), 
presente en un Vibrio, y tet(37), presente en la microbiota oral del hombre 
(Roberts, 1996; Chopra y  Roberts, 2001; Fluit y col., 2001; Mascaretti, 2003; 
Roberts, 2005). 
Por último, el gen tet(U), localizado en un plásmido de Enterococcus faecium, 
codifica la proteína TetU que es más pequeña que las proteínas responsables de los 
mecanismos de bomba de flujo y de protección ribosomal, confiere resistencia a 
bajos niveles de tetraciclinas y su mecanismo de resistencia se desconoce (Chopra 
y Roberts, 2001; Roberts, 2005).  
Son escasos los estudios que han examinado los determinantes de resistencia a 
las tetraciclinas en bacterias aisladas de una gran variedad de especies animales, 
con diferentes historias de exposición a estos antimicrobianos, o en muestras 
medioambientales (Bryan y col., 2004).  
 
1.3.2. β-lactámicos 
La presencia de un anillo betalactámico define químicamente a la familia de los 
antimicrobianos betalactámicos. Este anillo contiene modificaciones que 
caracterizan las propiedades de los diferentes grupos que se han definido dentro de 
esta familia: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas, monobactámicos e 
inhibidores de las betalactamasas. El grupo de los antimicrobianos betalactámicos 
es uno de los mejor conocidos y ampliamente utilizados tanto en medicina humana 
como en veterinaria debido a su actividad bactericida, alta eficacia, escasa toxicidad 
y amplio margen terapéutico (Garcia y col., 1999). Dentro de este grupo, el uso de 
las penicilinas en conejos está permitido desde mediados de los años cincuenta.  
Los betalactámicos actúan sobre el peptidoglicano de la pared celular bacteriana 
inhibiendo la última etapa de su síntesis e induciendo su destrucción. Esta actividad 
es ejercida mediante su unión irreversible a las enzimas encargadas del último paso 





(Penicillin Binding Proteins), que son proteínas asociadas con la membrana celular 
bacteriana que se unen a la penicilina y, por tanto, son sitios diana para estos 
antimicrobianos. La acción de los betalactámicos no es posible si la bacteria no se 
multiplica (momento en que se sintetiza la pared celular); por ello, para poder 
actuar necesitan que estos microorganismos estén en fase de crecimiento 
exponencial o logarítmico. Los betalactámicos también actúan activando una 
autolisina bacteriana endógena que degrada o destruye el peptidoglicano. Esta 
última acción es la responsable del efecto bactericida de estos antimicrobianos, sin 
embargo, sobre las bacterias que carecen de estas autolisinas los betalactámicos 
sólo ejercen un efecto bacteriostático (Calvo y  Martinez-Martinez, 2009). 
La resistencia desarrollada por las bacterias frente a estos antimicrobianos puede 
deberse a varios mecanismos que en algunas ocasiones aparecen asociados, tales 
como (Garcia y col., 1999; Marin y  Gudiol, 2003): 
 La disminución de la permeabilidad a los antimicrobianos mediante la pérdida 
o cambios en los poros proteicos o porinas de la membrana externa de la 
bacteria como resultado de mutaciones cromosómicas, lo que impide a los 
betalactámicos acceder a las PBPs. Este mecanismo confiere resistencia 
innata a los microorganismos gramnegativos a ciertos betalactámicos.  
 Modificación de las dianas (PBPs) lo que implica una disminución o pérdida de 
afinidad de los betalactámicos por estas proteínas, a las que no pueden 
unirse y aparece la resistencia. 
 Inactivación del antimicrobiano mediante la producción de enzimas 
betalactamasas, enzimas que actúan rompiendo el enlace amídico del anillo 
betalactámico dando lugar a compuestos sin actividad antibacteriana. El 
grado de resistencia que determinan se correlaciona con su concentración, 
afinidad por los diferentes betalactámicos y propiedades hidrolíticas. En 
bacterias gramnegativas las betalactamasas se concentran usualmente en el 
espacio periplásmico, con lo que el antimicrobiano se inactiva nada más 
atravesar la membrana. 
 La resistencia por expulsión activa que es debida a que los antimicrobianos 
no se pueden acumular en las bacterias para ejercer su acción dado que 
estas poseen en sus envolturas una bomba que los elimina activamente 
(sistema de eflujo).  
El principal mecanismo de resistencia en bacterias gramnegativas como E. coli 
consiste en la producción de betalactamasas codificadas en plásmidos o en el ADN 





clasificación de las betalactamasas basada en la secuencia aminoacídica de la 
proteína, que es la más utilizada (Ambler, 1980; Ambler y col., 1991) y distingue 4 
clases de enzimas: A, B, C y D. Las belactamasas de clase A, B o C se caracterizan 
por la presencia del aminoácido serina en el sitio activo; las de clase D requieren la 
presencia de Zn2+ para su actividad (Ambler, 1980). Las enzimas plasmídicas 
conocidas como betalactamasas de espectro extendido (BLEEs), que derivan de las 
clásicas TEM-1, TEM-2 y SHV-1 por una acumulación de cambios aminoacídicos 
puntuales, son capaces de hidrolizar el anillo betalactámico tanto de las penicilinas 
(penicilinasas) como de las cefalosporinas (cefalosporinasas) incluyendo las de 
tercera y cuarta generación pero no el de las cefamicinas o los carbapenemes. 
Estas enzimas son inhibidas por los inhibidores de betalactamasas como el ácido 
clavulánico, sulbactam y tazobactam. Las BLEEs suelen denominarse con tres 
letras, generalmente relacionadas con algún dato de la enzima, y un número que 
indica el orden dentro de una determinada familia. Así, SHV-1 es la primera 
betalactamasa plasmídica sulfhídrico (SH) variable (V) (García Sánchez y col., 
1999), y la denominación TEM-1 hace referencia a que se identificó por primera vez 
en una cepa de E. coli aislada de un hemocultivo de un paciente llamado Temoniera 
en Grecia (Bradford, 2001). 
Las BLEEs se clasifican en diferentes tipos en función de su secuencia 
aminoacídica, siendo las enzimas de clase A de las familias TEM, SHV, CTX-M y las 
enzimas de clase D tipo OXA las más frecuentemente identificadas en 
Enterobacteriaceae, principalmente entre las especies Klebsiella pneumoniae y 
Escherichia coli. En los últimos años han adquirido gran relevancia un nuevo tipo de 
BLEEs plasmídicas, las cefotaximasas, también denominadas CTX-M debido a que 
poseen un mayor poder hidrolítico frente a cefotaxima (Bonnet, 2004). Estas BLEEs 
no están relacionadas con las de tipo SHV y TEM sino que derivan de las 
betalactamasas cromosómicas de distintas especies bacterianas medioambientales 
del género Kluyvera (Bonnet, 2004; Lartigue y col., 2004) y actualmente son las 
más frecuentes en la mayoría de los países. En España, son en la actualidad las 
BLEEs mayormente detectadas en aislados clínicos a nivel hospitalario, siendo las 
más frecuentes las del grupo CTX-M-9 (CTX-M-9 y -14) y CTX-M-1 (CTX-M-1, -10,  
-15 y -32). Estas enzimas son mayoritariamente aisladas de E. coli (Hernández y 
col., 2005; Oliver y col., 2005; Mugnaioli y col., 2006). La familia CTX-M 
comprende hasta la fecha más de 70 enzimas, que pueden clasificarse por su 
similitud en las respectivas secuencias aminoacídicas (Bonnet y col., 2004). 
Filogenéticamente se diferencian cinco grandes grupos de enzimas CTX-M. El grupo 





CTX-M-10, CTX-M-12, CTX-M-15, CTX-M-22, CTX-M-23, CTX-M-28, CTX-M-30, 
CTX-M-32 y FEC-1) (Gniadkowski y col., 1998; Karim y col., 2001; Kariuki y col., 
2001; Oliver y col., 2001) y el grupo CTX-M-2 nueve enzimas CTX-M también 
mediada por plásmidos (CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M-4L, CTX-M-5, CTX-M-6,      
CTX-M-7, CTX-M-20, CTX-M-31 y Toho-1) (Ishii y col., 1995; Bauernfeind y col., 
1996; Bradford y col., 1998; Gazouli y col., 1998; Tassios y col., 1999; Saladin y 
col., 2002). CTX-M-8 constituye un grupo por si misma (Bonnet y col., 2000). El 
grupo CTX-M-9 incluye diez enzimas mediadas por plásmidos (CTX-M-9, CTX-M-13, 
CTX-M-14, CTX-M-16, CTX-M-17, CTX-M-19, CTX-M-21, CTX-M-24, CTX-M-27 y 
Toho-2) (Labia, 1999; Sabate y col., 2000; Bonnet y col., 2001; Pai y col., 2001; 
Poirel y col., 2001; Cao y col., 2002; Chanawong y col., 2002; Saladin y col., 2002; 
Bonnet y col., 2003). La CTX-M-9 es una de las BLEEs más comunes y que se ha 
encontrado con creciente frecuencia en aislados de E. coli desde su primera 
descripción en 1996 (Sabate y col., 2000; Hernández y col., 2005). Esta BLEE se ha 
descrito en China, Dinamarca, Francia, Japón, Noruega y Reino Unido en aislados 
de enterobacterias provenientes de animales sanos y enfermos así como de 
productos cárnicos, destacando la rápida emergencia de CTX-M (Li y col., 2007). El 
último grupo de la familia CTX-M corresponde a CTX-M-25, que incluye las enzimas 
CTX-M-25 y CTX-M-26 (acceso GenBank número AY157676 y AF518567 
respectivamente). Con frecuencia se han observado los genes codificantes de   
CTX-M localizados en plásmidos conjugativos de diferentes tamaños en los que en 
ocasiones también se han detectado otros genes de betalactamasas como blaTEM-1, 
blaTEM-2 y los de tipo blaSHV o blaOXA-1, o genes que codifican resistencia a 
antimicrobianos de otras familias como aminoglucósidos, cloranfenicol, sulfamidas, 
trimetoprim o tetraciclinas (Bonnet, 2004). 
Por lo general, cuando se habla de BLEEs se hace referencia únicamente a las 
enzimas de codificación plasmídica, ya que son estas las que suponen un mayor 
problema epidemiológico debido a su elevada capacidad de diseminación. El hecho 
de encontrase codificadas en plásmidos conjugativos permite la diseminación de 
este mecanismo de resistencia no solo entre distintas aislados de la misma especie 
sino también entre distintas especies bacterianas. Las BLEEs también forman parte 
de transposones o integrones lo cual determina su asociación con otros 
determinantes genéticos de resistencia transferible, como los que confieren 
resistencia a los aminoglucósidos (Canton y col., 2002). No es infrecuente la 
producción de más de un tipo de BLEE por un determinado microorganismo (Jeong 





Las betalactamasas encontradas con mayor frecuencia en aislados de E. coli 
procedentes tanto de animales como de personas son las de tipo TEM, que es una 
familia de betalactamasas codificadas en plásmidos de la que derivan gran cantidad 
de betalactamasas de espectro extendido (Briñas y col., 2002). SHV es otra familia 
de betalactamasas también frecuente en aislados de E. coli resistentes a ampicilina, 
que en su mayoría presentan el fenotipo de BLEEs (Bradford, 2001). Como en el 
caso de los genes blaTEM, la diseminación de los genes blaSHV está facilitada por su 
asociación con plásmidos conjugativos que contienen frecuentemente otros 
determinantes de resistencia (Heritage y col., 1999). Ambas familias de 
betalactamasas presentan un espectro de actividad variable frente a cefotaxima o 
ceftazidima debido a la presencia de algunas mutaciones específicas (Bradford, 
2001). Otra familia conocida son las betalactamasas tipo CMY, que son                
β-lactamasas plasmídicas de clase C que a diferencia de las anteriores no son 
consideradas de espectro extendido. Dentro de esta familia, CMY-2 es la más 
frecuente en aislados de E. coli de origen animal y humano (Alvarez y col., 2004; Li 
y col., 2007). Las betalactamasas de tipo OXA tienen el fenotipo de betalactamasas 
de espectro extendido (Bradford 2001), son clasificadas como β-lactamasas clase D 
con marcada habilidad para hidrolizar penicilinas como oxacilina, cloxacilina y 
benzilpenicilina (Thomson y  Smith Moland, 2000) y han sido detectadas 
principalmente en aislados de Pseudomona aeruginosa (Hall y col., 1993; Philippon 
y col., 1997; Danel y col., 1999; Bradford, 2001; Poirel y col., 2001) aunque 
también se han detectado con escasa frecuencia en enterobacterias (Zhang y col., 
2009). Por otro lado, todas las cepas de E. coli presentan el gen de la 
betalactamasa cromosómica AmpC, perteneciente a la clase C, pero solo en algunas 
ocasiones se hiperproducen confiriendo resistencia a β-lactámicos (Philippon y col., 
2002). 
Los genes frecuentemente asociados a bla confieren resistencia a diferentes 
familias de antimicrobianos: aad (aminoglucósidos), dfr (trimetoprim), cml o cat 
(cloranfenicol), qac (compuestos de amonio cuaternario) blaOXA (β-lactámicos), tet 
(tetraciclinas) y sul (sulfamidas). Algunos de estos determinantes se encuentran 




El mecanismo de acción de los aminoglucósidos está regido por su unión 





proteica y conduce finalmente a la muerte del microorganismo (Shakil y col., 
2008). Estos antimicrobianos son clasificados como bactericidas activos 
relacionados con la dosis frente a un amplio número de microorganismos (Durante-
Mangoni y col., 2009). 
Los mecanismos de resistencia incluyen la disminución intracelular del 
aminoglucósido, causada por alteraciones a nivel de la membrana externa que 
dificultan la entrada de la droga a la bacteria o por bombas que expulsan el 
antimicrobiano al exterior, la alteración del sitio de unión al ribosoma, debido a 
mutaciones en los genes que codifican los sitios de unión a estas drogas, siendo 
este un mecanismo que sólo causa resistencia importante a estreptomicina, la 
metilación del sitio de unión de los aminoglucósidos en el ribosoma (sitio A del 
ARNr 16S) y, por último, el mecanismo más importante basado en la modificación 
enzimática de los aminoglucósidos (Mingeot-Leclercq y col., 1999). Este último 
mecanismo consiste en una alteración química del antimicrobiano que conlleva una 
disminución de su afinidad por los ribosomas y que puede ser de tres tipos: 
acetilación del grupo amino por una N-acetiltransferasa tipo II (AAC), adenilación 
del grupo hidroxilo por una O-adeniltransferasa (ANT) y fosforilación del grupo 
hidroxilo por una O-fosfotransferasa (APH) (Shaw y col., 1993; Wright, 1999; 
Smith y  Baker, 2002). Entre los genes que se han descrito en bacterias 
gramnegativas se señalan  aac(3)-IIa, aac(3)-IVa y ant(2)”-Ia (Shaw y col., 1993). 
El gen aac(3)-IIa confiere resistencia a gentamicina, tobramicina, dibekacina, 
netilmicina y sisomicina (Shimizu y col., 1985), el gen aac(3)-IVa además de 
conferir resistencia a estos mismos antimicrobianos, también lo hace a la 
apramicina (Allmansberger y col., 1985) y el gen ant(2)”-Ia confiere resistencia a 
gentamicina, tobramicina, dibekacina, sisomicina y kanamicina (Cameron y col., 
1986). En algunos casos se ha utilizado otra nomenclatura como es el caso de strA 
y strB que codifican dos fosfotransferasas y aadA, gen que codifica para una 
adeniltransferasa que confiere resistencia a estreptomicina (Hollingshead y  
Vapnek, 1985; Shaw y col., 1993). Los genes que codifican estas enzimas forman 
parte con frecuencia de integrones y transposones movilizados por plásmidos.  
 
1.3.4. Macrólidos 
Los macrólidos son agentes bacteriostáticos que actúan inhibiendo la síntesis 
proteica de los microorganismos sensibles al unirse reversiblemente a la subunidad 
50S del ribosoma bacteriano. Las diferencias en el mecanismo de acción se explican 





eritromicina se unen a la proteína L22, mientras que los del grupo de la espiramicina 
lo hacen a la proteína L27. Ambas proteínas forman parte de la subunidad 50S 
ribosomal. Estos antimicrobianos, considerados primariamente bacteriostáticos, 
también pueden comportarse como bactericidas dependiendo del microorganismo, 
de las concentraciones del antimicrobiano y del tiempo de exposición. Su efecto 
bactericida puede estar en relación con alteraciones de la pared celular provocadas 
por la disregulación de la síntesis proteica o la acumulación tóxica de aminoacil-
ARNt que induce la activación de autolisinas. Todos los fármacos de esta familia 
producen un efecto post-antimicrobiano prolongado (Escolar Jurado y col., 1998). 
La mayoría de los bacilos gramnegativos, entre ellos los miembros de la familia  
Enterobacteriaceae, son resistentes a las dosis terapéuticas probablemente debido 
a una impermeabilidad de la membrana externa de la pared celular al paso de los 
macrólidos (Sabath y col., 1968; Escolar Jurado y col., 1998).  
Los mecanismos involucrados en la resistencia antimicrobiana a macrólidos se 
encuentran principalmente en bacterias grampositivas, aunque también se detectan 
en gramnegativas, y la mayoría están codificados en elementos móviles lo que 
facilita su diseminación. Estos mecanismos se pueden clasificar en tres tipos: 
modificación de la diana, bombas de expulsión e inactivación enzimática (Leclercq y  
Courvalin, 1993; Weisblum, 1995). La modificación de la diana puede consistir en la 
metilación de la adenina debido a una metilasa codificada por genes denominados 
erm (erythromycin ribosome methylation), de los cuales se han descrito al menos 
21 clases (Roberts y col., 1999), lo que reduce la fijación del antimicrobiano a la 
subunidad ribosómica. Asimismo, la modificación de la diana puede ocurrir, aunque 
de manera menos frecuente, por alteraciones en la proteína L4 o en la secuencia 
del ARNr 23S (Weisblum, 1995). En cuanto a las bombas de expulsión activa se han 
descrito diversos tipos que difieren principalmente en el sustrato. Así, por ejemplo, 
los genes mef y erpA están involucrados en la expulsión activa de macrólidos de 14 
ó 15 átomos de carbono y los genes msr de macrólidos de 14 átomos de carbono. 
El último mecanismo conocido es la inactivación enzimática producida a través de 
esterasas (ere) o fosfotransferasas (mph) bacterianas, que a diferencia del anterior 
mecanismo transforma el macrólido en una sustancia bacteriológicamente inactiva 
al hidrolizar su anillo lactónico (Escolar-Jurado y col., 1998).  
 
1.3.5. Fluoroquinolonas 
Las fluoroquinolonas o quinolonas fluoradas son fármacos sintéticos con 





entre los que se encuentran las antiguas 4-quinolonas, las fluoroquinolonas, la 
novobiocina, las rifampicinas, los nitrofuranos y los nitroimidazoles. La actividad 
antimicrobiana es amplia e incluye bacterias aerobias gramnegativas y algunas 
grampositivas. Las fluoroquinolonas son ampliamente utilizadas en caninos, 
felinos, bovinos, equinos, porcinos y aves (Lees y  Shojaee Aliabadi, 2003). 
En el caso particular de la enrofloxacina, fluoroquinolona ampliamente utilizada 
en ciertas especies animales como antimicrobiano de amplio espectro, su 
mecanismo de acción consiste básicamente en inhibir las funciones de la ADN 
girasa,  involucrada en el proceso de replicación, recombinación y reparación del 
ADN de la bacteria (Gobernado y col., 1999). Las fluoroquinolonas son bactericidas 
que actúan siguiendo una cinética de muerte bacteriana que depende de la 
relación dosis-tiempo de administración. Estos antimicrobianos penetran en la 
célula bacteriana de forma rápida a través de porinas; subsecuentemente 
atraviesan la membrana citoplasmática, proceso que se ve facilitado por la alta 
liposolubilidad de estas moléculas (Lees y Shojaee, 2003). Una vez dentro de la 
célula bacteriana inhiben el proceso de transcripción por uniones no covalentes a 
los complejos ADN-girasa. Este mecanismo de acción hace que a las 
fluoroquinolonas también se les denomine inhibidores de la girasa. La principal 
girasa bacteriana estudiada fundamentalmente en E. coli es una topoisomerasa II, 
codificada por los genes gyrA y gyrB. Las topoisomerasas son enzimas celulares 
que se encargan de regular el número de vueltas con que cada una de las cadenas 
de la doble hélice del ADN se trenza con su homóloga y catalizan el corte de una 
de las bandas de la doble hélice alterando la configuración del ADN, transformando 
la energía química del ATP en mecánica, lo que permite un enrollamiento 
adicional, variando el número de giros secundarios al romper una o ambas 
cadenas. La topoisomerasa II actúa sobre cadenas dobles de ADN. Las 
fluoroquinolonas, al unirse a las subunidades de la girasa en el complejo ADN-
girasa por la gran afinidad que tienen por el ADN, impiden la rotura y sobre todo el 
sellado de la cadena de ADN de doble hélice, estabilizándola y evitando que la 
enzima se regenere e intervenga en nuevos ciclos y en la formación de giros 
adicionales, con lo que el ADN, demasiado expandido, no tiene suficiente espacio 
dentro de la bacteria. La inhibición de la girasa, y la liberación de exonucleasas, 
explicarían la muerte bacteriana (Gobernado y col., 1999). 
Adicionalmente a los mecanismos expuestos, la bacteria responde a la 
inhibición de la ADN-girasa con una autoprotección hacia la replicación del ADN 
atacado por medio de una respuesta de cascada de proteínas, lo que se denomina 





supervivencia, fenómeno que se puede medir por el aumento de la producción de                     
β-galactosidasa, lo que explicaría las formas filamentosas que adquieren las 
bacterias gramnegativas después de haber estado en contacto con las quinolonas. 
El sistema RecA se activa por una exonucleasa con síntesis de proteínas líticas 
letales (Gobernado y col., 1999). 
En resumen, las fluoroquinolonas actúan en cuatro etapas: paso a través de las 
porinas de la pared bacteriana y de la membrana citoplasmática hasta llegar al 
citoplasma, inhibición de la enzima ADN-girasa en bacterias gramnegativas y de la 
topoisomerasa IV en bacterias grampositivas (ambas son enzimas tipo II 
esenciales para la replicación y transcripción del ADN), inhibición de la síntesis de 
ADN proteica e inducción de la respuesta SOS y de autolisinas, lo que conduce a la 
formación de bacterias filamentosas en el caso de los gramnegativos, y al rápido 
efecto bactericida comentado anteriormente (Gobernado y col., 1999). 
La resistencia a las fluoroquinolonas se produce principalmente debido a la 
alteración de las dianas, es decir, de la ADN girasa o de la topoisomerasa IV. Este 
tipo de resistencia es principalmente debida a mutaciones cromosómicas en la 
región QRDR (Región Determinante de Resistencia a Quinolonas) del gen gyrA y en 
la región homóloga del gen parC (genes que codifican para la subunidad A de la 
ADN-girasa y la topoisomerasa IV, respectivamente). Por otra parte, los genes gyrB 
y parE (genes que codifican para la subunidad B de la ADN-girasa y la 
topoisomerasa IV, respectivamente), tienen una menor contribución en la 
resistencia a quinolonas (Webber y  Piddock, 2001). Otros mecanismos de 
resistencia conocidos son la disminución de la permeabilidad de la membrana por 
mutaciones que afectan a las porinas, la expulsión del antimicrobiano mediante 
bombas de expulsión activa que es un mecanismo mediado por un gen denominado 
qepA (Perichon y col., 2007; Yamane y col., 2007; Martinez-Martinez y col., 2008), 
la resistencia mediada por el gen aac(6’)lb-cr que codifica una aminoglucósido 
acetiltransferasa y la denominada resistencia mediada por plásmidos a través del 
gen qnr perteneciente a la familia de los pentapéptidos repetidos y que protege la 
girasa bacteriana de la actividad inhibitoria de las quinolonas (Tran y  Jacoby, 
2002; Hopkins y col., 2005; Nordmann y  Poirel, 2005). 
Se han descrito numerosas sustituciones aminoacídicas en las subunidades 
gyrA/gyrB y parC/parE implicadas en la resistencia a fluoroquinolonas que se 
localizan predominantemente en la región QRDR. Estos cambios en los aminoácidos 
suponen una alteración de la estructura del sitio QRDR al que se unen las 





de la afinidad de las quinolonas por el complejo enzima-ADN que conlleva la 
resistencia a estos antimicrobianos. (Willmott y  Maxwell, 1993). Entre las 
diferentes sustituciones detectadas en gyrA de aislados de E. coli, los cambios en la 
posición Ser83 son los más frecuentemente descritos y se caracterizan por producir 
la resistencia a ácido nalidíxico (Komp Lindgren y col., 2003; Ruiz, 2003). La 
segunda posición comúnmente descrita en gyrA corresponde a Asp87, mutación 
adicional requerida para obtener mayores niveles de resistencia a fluoroquinolonas 
en E. coli (Komp Lindgren y col., 2003; Ruiz, 2003). Las mutaciones descritas en el 
gen parC de E. coli afectan principalmente a los codones 80 y 84, equivalentes a los 
aminoácidos 83 y 87 de gyrA (Ruiz, 2003; Komp y col., 2003). 
 
1.3.6. Antimicrobianos polipeptídicos 
Desde el punto de vista de la estructura química, las polimixinas son 
decapéptidos cíclicos catiónicos unidos a un ácido graso. Aunque existen 5 tipos de 
polimixinas (A a E) sólo la polimixina B y la E o colistina están disponibles para la 
práctica clínica. La única diferencia estructural entre la polimixina B  y la colistina 
radica en la porción peptídica, que difiere en un único aminoácido (D-leucina en la 
colistina o D-fenilalanina en la polimixina B) (Molina y col., 2009). Las polimixinas 
actúan como detergentes catiónicos y, así, la parte peptídica cargada positivamente 
se une a la superficie de la membrana externa y la parte lipofílica se une a los 
fosfolípidos de la membrana desorganizándola y aumentando su permeabilidad, 
produciéndose como consecuencia la pérdida de electrolitos esenciales y la 
consiguiente muerte celular. Estos antimicrobianos son, por lo tanto, compuestos 
bactericidas de acción rápida (Calvo y  Martinez-Martinez, 2009). El espectro de 
actividad se restringe a bacilos gramnegativos aerobios como Escherichia coli, 
Salmonella spp., Shigella y Pseudomona aeruginosa (Kwa y col. 2008). 
Debido al desarrollo de antimicrobianos de amplio espectro más seguros fueron 
pronto reemplazados y en la actualidad se utilizan únicamente como alternativa 
para el tratamiento de infecciones por bacilos gramnegativos multirresistentes que 
conservan la susceptibilidad a estos antimicrobianos (Falagas y col., 2005). 
La resistencia a polimixinas puede ser intrínseca o adquirida. La primera es 
independiente de la exposición previa a polimixinas y se debe a la posesión de 
alguna alteración en la composición del lipopolisacárido que disminuye la afinidad 
del antimicrobiano por éste (Sidorczyk y col., 1983; Cox y  Wilkinson, 1991). La 





especies, como Salmonella spp., Escherichia coli o Klebsiella pneumoniae, en las 
que se producen alteraciones en los lipopolisacáridos de la membrana que originan 
una reducción de la afinidad o cambios en la carga, lo que provoca una disminución 





























 2 – Hipótesis  y Objetivos  
 
  
“El experimentador que no sabe lo que está buscando no comprenderá lo 
que encuentra” 








Las resistencias a los antimicrobianos constituyen actualmente un problema de 
gran impacto en Salud Pública (Gérvas, 2000). El uso de antimicrobianos se 
considera el factor más importante que promueve la emergencia, selección y 
diseminación de microorganismos resistentes a antimicrobianos tanto en medicina 
veterinaria como en medicina humana. Los tratamientos antimicrobianos 
inadecuados, tanto por la administración de dosis en intervalos inapropiados como 
por el uso durante un tiempo insuficiente, han contribuido significativamente al 
aumento de las resistencias bacterianas con el subsecuente fracaso terapéutico. El 
uso de antimicrobianos no solo contribuye a la selección de resistencias en 
bacterias patógenas sino también en bacterias de la microbiota endógena de 
personas y animales expuestos (van den Bogaard y col., 2001).  
La problemática de las resistencias antimicrobianas en medicina humana se ha 
derivado en múltiples ocasiones hacia el mundo veterinario, postulándose la posible 
transmisión de los animales al hombre de microorganismos resistentes a través del 
consumo de carnes contaminadas con contenido intestinal (Aarestrup y  Wegener, 
1999), o por la transferencia de estos microorganismos desde el animal al hombre 
por otras vías (Nijsten y col., 1994; van den Bogaard y col., 2001; Soulsby, 2007).  
Lo cierto es que en medicina veterinaria se han empleado antimicrobianos de 
forma profiláctica y como promotores del crecimiento durante años, y aunque la 
posible conexión entre el uso de antimicrobianos en la producción animal y la 
medicina veterinaria y la aparición de resistencias en microorganismos humanos no 
se ha estudiado suficientemente y en ocasiones puede haberse subestimado, 
organismos como la Organización Mundial de la Salud (WHO, 2000) han 
recomendado el cese de la administración de antimicrobianos con fines profilácticos 
y productivos para intentar disminuir, en la medida de lo posible, la diseminación 
de resistencias desde los microorganismos de los animales de abasto hacia los del 
ser humano. Ciertos estudios han constatado una disminución de las resistencias en 
poblaciones bacterianas animales al abolirse la administración de antimicrobianos 
como promotores del crecimiento (Aarestrup y col., 2001). 
La evaluación del riesgo de desarrollo de resistencias cobra especial interés 
cuando se utilizan pautas de administración por vía oral en animales de abasto, por 
cuanto implica el contacto directo del antimicrobiano con bacterias que forman 
parte de la microbiota intestinal como Escherichia coli o Enterococcus faecium, 
especies bacterianas con gran capacidad de adquisición y diseminación de genes de 
resistencia (Witte, 2000). Hay que tener en cuenta además que el intestino puede 
ser un hábitat adecuado para el posible intercambio de material genético y, por lo 
tanto, de resistencias entre bacterias de igual o diferente especie (Scott, 2002). Por 




todo ello, la posibilidad de que en el tracto intestinal se seleccionen aislados 
resistentes a diferentes antimicrobianos cuando los animales son tratados por vía 
oral es elevada, convirtiéndose las bacterias comensales en posibles reservorios de 
genes de resistencia que eventualmente pueden ser transferidos a otras bacterias 
patógenas que forman parte de la microbiota intestinal. 
En este contexto, y teniendo también en cuenta la normativa cada vez más 
exigente de las autoridades reguladoras a la hora de autorizar el uso de 
antimicrobianos con un enfoque racional, se considera de gran interés la realización 
de ensayos in vivo que permitan evaluar el efecto de la administración de 
antimicrobianos por vía oral en los animales sobre la emergencia y/o selección de 
microorganismo resistentes. Así, este estudio se enmarca dentro de un proyecto 
más amplio realizado en colaboración con el CReSA en el que se pretendió analizar 
mediante ensayos in vivo en tres especies de abasto (cerdos, aves y conejos) el 
riesgo de aparición de resistencias en bacterias de la microbiota intestinal tras la 
administración del antimicrobiano correspondiente (enrofloxacina en pollos, 
colistina en cerdos y doxiciclina en conejos) a diferentes dosis-tiempo de 
tratamiento. En este proyecto se eligió como prototipo de bacteria gramnegativa 
Escherichia coli y como prototipo de grampositiva Enterococcus faecium.   
En resumen, en este trabajo se planteó un ensayo experimental in vivo en 
conejos para evaluar el efecto de la administración por vía oral con diferentes 
pautas de doxiciclina sobre la aparición y/o selección de aislados de E. coli 
resistentes frente a diferentes antimicrobianos. A continuación se exponen la 
hipótesis de partida y los objetivos planteados para contrastarla. 
 
La hipótesis de trabajo consistió en que la combinación dosis-duración del 
tratamiento con doxiciclina por vía oral tiene influencia sobre el desarrollo y/o 
selección de bacterias resistentes en la microbiota intestinal. 
 
El objetivo general de este trabajo fue evaluar el riesgo de desarrollo o 
selección de aislados de Escherichia coli resistentes en conejos tratados por vía oral 
con diferentes pautas de doxiciclina. 
 
 




Para alcanzar el objetivo general de este trabajo se abordaron los siguientes 
objetivos específicos: 
 Estudiar el efecto de la administración oral de doxiciclina sobre los patrones de 
sensibilidad frente al antimicrobiano empleado en el tratamiento y frente a 
representantes tipo de diferentes familias de antimicrobianos (doxiciclina, 
amoxicilina, gentamicina, eritromicina, y enrofloxacina), comparando dichos 
patrones antes de iniciar el tratamiento, luego de finalizado y cuatro semanas 
después de la administración.  
 
 Detectar los genes implicados en los mecanismos de resistencia más frecuentes 
frente a los antimicrobianos considerados en este estudio.  
 
 Investigar la posible relación clonal entre los aislados de E. coli de los animales 
estudiados en las diferentes etapas del ensayo experimental empleando los 
perfiles REP-PCR, los perfiles de resistencia y los grupos filogenéticos, con el fin 
de intentar establecer la difusión y persistencia de los aislados resistentes. 
 
 Evaluar el papel de los integrones en la diseminación de genes de resistencia a 

































 3 – Material y Métodos 
 
 “Si no conozco una cosa, la investigaré” 
Louis Pasteur





3.1. ENSAYO EXPERIMENTAL, TOMA DE MUESTRAS Y AISLAMIENTO E 
IDENTIFICACIÓN DE AISLADOS DE Escherichia coli 
Para el ensayo experimental se utilizaron 20 conejos de cruce Neozelandés x 
Californiano de 45 días de vida aproximadamente. El estudio se llevó a cabo en una 
nave bajo ambiente controlado en la cual no se administraba ninguna medicación 
desde hacía 4 años aproximadamente y las naves ubicadas a la derecha e izquierda 
de ésta se encontraban totalmente vacías. Los animales fueron distribuidos 
aleatoriamente en cuatro grupos experimentales de 5 conejos cada uno y alojados 
en 4 jaulas independientes durante todo el ensayo con 2 jaulas vacías intermedias. 
La distribución de los lotes se realizó en función de la dosis de doxiciclina 
administrada vía oral por litro de agua de bebida y según el tiempo de tratamiento 
(figura 1). De esta manera, los grupos sometidos a experimentación quedaron 
conformados como se especifica a continuación:  
 Grupo 1: Animales control no tratados. 
 Grupo 2: Animales tratados con 100 mg de doxiciclina/L de agua de bebida, 
durante 6 días: pauta estándar o dosis terapéutica.  
 Grupo 3: Animales tratados con 50 mg de doxiciclina/L de agua de bebida 
durante 12 días: dosis subterapéutica durante el doble del tiempo.  
 Grupo 4: Animales tratados con 200 mg de doxiciclina/L de agua de bebida 






















Las soluciones del antimicrobiano que se administraron a los animales se 
prepararon diariamente a partir de polvo oral soluble. 
Los pesos medios iniciales de los animales según cada uno de los grupos 
fueron: 
 1,31 kg ± 0,21 g en los animales del grupo control, 
 1,30 kg ± 0,18 g en los animales tratados con la dosis terapéutica, 
 1,28 kg ± 0,19 g en los animales tratados con la dosis subterapéutica, 
 1,28 kg ± 0,20 g en los animales tratados con la dosis superior a la 
terapéutica. 
Los consumos diarios promedio de doxiciclina en los animales tratados se 
calcularon en función del peso inicial (día 0), y del peso de los animales de cada 
grupo al final del tratamiento. Los valores obtenidos para cada grupo por día 
fueron: 
 8,11 ± 0,47 mg/kg p.v. en los animales tratados con 50 mg/L, 
 14,12 ± 0,81 mg/kg p.v. en los animales tratados con 100 mg/L, 
 23,95 ± 1,67 mg/kg p.v. en los animales tratados con 200 mg/L. 
 
Para realizar la recogida de las muestras fecales se procedió a colocar 
previamente a cada animal un collarín en la mañana hasta la expulsión de los 
primeros cecotrofos para evitar que fueran reingeridos para un segundo tránsito 
digestivo. Los cecotrofos, que son heces blandas ricas en bacterias y proteínas, son 
frecuentemente expulsados por las mañanas cuando los animales se encuentran en 
reposo. 
Las muestras se recogieron en tres momentos diferentes: 
 Antes de iniciar el tratamiento (AT) 
 Luego de finalizado el tratamiento (FT) 
 Transcurridas 4 semanas desde la finalización del tratamiento (PT). 
En el grupo control las muestras se tomaron en los mismos tiempos que en el 
grupo de animales tratados con la pauta estándar o dosis terapéutica. 
Las muestras se mantuvieron en refrigeración hasta su transporte al 
laboratorio, donde se congelaron a -70ºC hasta el momento de su procesado. 
De cada muestra de heces se tomó un gramo que se suspendió en 10 ml de 
agua de peptona tamponada (BPW, Merck). Una vez homogeneizada la muestra, se 
procedió a realizar con un hisopo estéril la siembra por agotamiento en placas de 




agar McConkey (Merck) que se incubaron a 37ºC durante 24 horas. Tras obtener 
colonias aisladas, de cada placa se seleccionaron y resembraron 10 colonias con 
características morfológicas típicas de Escherichia coli en agar triptona soja (TSA, 
Merck) haciendo hasta 4 pases por colonia. A partir del último pase se llevó a cabo 
la identificación hasta el nivel de especie a través del sistema Vitek Junior®  
(bioMérieux®). Los aislados se conservaron a -70ºC. 
 
3.2. ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA 
La determinación de la sensibilidad in vitro de los aislados de E. coli frente a 
diferentes antimicrobianos se realizó mediante el sistema de difusión con discos 
impregnados con antimicrobianos, siguiendo las normas del Clinical and Laboratory 
Standard Institute (CLSI, anteriormente NCCLS) M2-A9 (CLSI, 2006) y M31-A3 
(CLSI, 2008). 
 
3.2.1. Medios de cultivo utilizados 
El crecimiento bacteriano preliminar, por tratarse de una bacteria de 
crecimiento rápido, se llevó a cabo en medio de cultivo agar Luria-Bertani (LBA, 
USB Corporation-USA). 
Para el análisis de la sensibilidad en placas a los diferentes antimicrobianos por 
el método de difusión con disco se utilizaron placas con agar Mueller-Hinton (MHA, 
bioMérieux®), medio no selectivo y no diferencial suplementado con iones calcio 
(Ca2+) y magnesio (Mg2+), (CLSI, 2006). 
La preparación de las suspensiones bacterianas se llevó a cabo en una solución 
estéril de cloruro de sodio al 0.45% (bioMérieux®). 
 
3.2.2. Discos con antimicrobianos 
El estudio de la sensibilidad in vitro se llevó a cabo utilizando discos de Neo-
Sensitabs™ (Rosco Diagnostica A/S, Dinamarca). En este sistema se emplean unas 
tabletas rígidas de material inerte de 9 mm de diámetro fabricadas en condiciones 
estériles, y a las que se les han añadido los antimicrobianos correspondientes en 
forma cristalina y a concentraciones conocidas y preestablecidas, según la 
normativa del CLSI (CLSI, 2006). 




Además de la sensibilidad a la doxiciclina (derivado semisintético de la 
tetraciclina) como antimicrobiano objeto de estudio, se determinó la sensibilidad a 
otros antimicrobianos que se emplean actualmente con fines terapéuticos siendo la 
potencia o concentración de los discos para cada uno de ellos la siguiente: 
doxiciclina (80 µg), amoxicilina (30 µg), gentamicina (40 µg), eritromicina (78 µg), 
enrofloxacina (10 µg) y colistina (150 µg). Para la selección de estos 
antimicrobianos se consideró que tuviesen diferentes mecanismos de acción y que 
fuesen de uso frecuente en la práctica Veterinaria.  
 
3.2.3. Antibiogramas 
El método utilizado se basó en la normativa M2-A9 del CLSI (CLSI, 2006) que 
incluye los siguientes pasos: 
1. Se cultivaron los aislados bacterianos en medio LBA a 37 ± 1ºC durante 18 – 24 
horas, en atmósfera aerobia. 
2. A partir de los crecimientos obtenidos tras el primer paso se prepararon 
suspensiones bacterianas en solución salina en tubos de plástico estériles de 5 ml, 
y se ajustaron con un fotocolorímetro con filtro de 450 nm a la turbidez del 
estándar 0.5 de la escala de sulfato de bario de McFarland. Estas suspensiones 
bacterianas contenían del orden de 1.00 x 108 UFC/ml. 
3. Dentro de un lapso de tiempo no superior a 15 minutos y utilizando un hisopo de 
algodón estéril empapado en la suspensión bacteriana, del que se eliminó el exceso 
de líquido presionando fuertemente contra las superficies laterales del tubo, se 
extendió la suspensión por toda la superficie de las placas de Mueller-Hinton, 
previamente atemperadas a 37ºC y con la superficie seca, en tres direcciones 
diferentes, rotando cada vez 1/3 la orientación de la placa. 
4. A continuación, se dispensaron los seis discos de Neo-Sentitabs™ por cada placa 
con los antimicrobianos correspondientes, utilizando los dispensadores de discos 
suministrados por el fabricante (Rosco Diagnostica A/S, Dinamarca). 
5. Las placas de Mueller-Hinton se incubaron en aerobiosis en estufa a 37 ± 1 ºC 
durante 18 – 24 horas. 
6. Tras este período de incubación, se midieron los diámetros de los halos de 
inhibición en mm correspondientes a cada antimicrobiano por la parte inferior de las 
placas  con la ayuda de un vernier o pie de rey digital. 




7. Los halos fueron interpretados siguiendo las indicaciones de la normativa del 
CLSI anteriormente mencionada lo que permitió catalogar a cada uno de los 
aislados como sensible, intermedio o resistente frente a cada uno de los 
antimicrobianos estudiados (tabla 3.1). 
Para la validación del método se incluyó la cepa control de E. coli ATCC 25922 
de sensibilidad conocida (CLSI, 2006). 
 
Tabla 3.1. Interpretación de los antibiogramas en función del diámetro de los halos de 
inhibición para los antimicrobianos estudiados 
Antimicrobiano/potencia 
Diámetro del halo de inhibición en mm 
Sensible Intermedio Resistente 
    
Doxiciclina 80 µg1 ≥23 22 - 20 ≤19 
Amoxicilina 30 µg1 ≥20 19 - 17 ≤16 
Gentamicina 40 µg1 ≥25 24 - 21 ≤20 
Eritromicina 78 µg1 ≥26 25 - 23 ≤22 
Enrofloxacina 10 µg1 ≥23 22 - 17 ≤16 
Colistina 150 µg2 ≥20 19 - 17 ≤16 
1 CLSI, 2008                                                                                                                                     
2 Guía del usuario (ROSCO-DIAGNÓSTICA, 2005/2006) 
 
3.3. DETECCIÓN DE GENES QUE CODIFICAN RESISTENCIA A DIFERENTES 
ANTIMICROBIANOS 
Los genes que codifican resistencia se estudiaron en función del número de 
aislados resistentes a cada antimicrobiano encontrado en el estudio de sensibilidad, 
por lo que en algunos casos se analizaron todos los aislados de E. coli resistentes y 
en otros se seleccionó una muestra de ellos teniendo en cuenta su distribución en 
cada una de las fases experimentales, de la dosis de doxiciclina administrada y de 
los animales de procedencia. 
La detección de los genes se llevó a cabo a través de la técnica de la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR en sus siglas en inglés). Todas las reacciones se 
realizaron en un termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf) utilizando 
controles positivos para los diferentes grupos de antimicrobianos estudiados y 
controles negativos sin ADN ajustado al volumen correspondiente con agua 
bidestilada estéril (MiliQ).  




3.3.1. Extracción de ADN 
El procedimiento se realizó mediante un método de extracción rápido (método 
del hervido). Previamente se sembraron los aislados de E. coli en medio de cultivo 
LBA y se incubaron a 37ºC durante 18 a 24 horas para su posterior recuperación. El 
ADN se obtuvo a partir del sobrenadante de una suspensión bacteriana en 100 µl 
de agua, mantenida a 100ºC durante 10 minutos para producir la lisis bacteriana y 
centrifugada a 5.590 x g durante 8 minutos. Los extractos se mantuvieron a -20ºC 
hasta su utilización para el análisis por PCR. 
 
3.3.2. Oligonucleótidos y condiciones de amplificación 
Los oligonucleótidos empleados para la detección de los genes que codifican 
resistencia a los diferentes antimicrobianos estudiados fueron sintetizados por la 
casa comercial Sigma-Aldrich™ (España) y se describen conjuntamente con las 
condiciones de amplificación de la PCR en cada uno de los protocolos utilizados. 
 
3.3.3. Electroforesis de corriente continua  
La electroforesis de todos los productos de PCR se realizó en geles de agarosa 
D1 (Pronadisa-Conda, España) entre 1 y 2,5%, según el tamaño de las bandas 
esperadas, en tampón Tris-Acetato EDTA (TAE) al 1X (Bio-Rad). Se utilizó una 
corriente eléctrica entre 80 y 100V durante 40 minutos y un marcador de peso 
molecular Step Ladder de 50 - 3000 bp (Sigma-Aldrich™, España). 
 
3.3.4. Tinción y visualización 
La visualización del ADN separado por electroforesis se realizó mediante la 
tinción de los geles con SYBR® Safe DNA gel stain de Invitrogen. Para la 
visualización de las bandas amplificadas se utilizó el sistema de documentación de 








3.3.5. Detección de genes que codifican resistencia a tetraciclinas 
Los genes que codifican resistencia a tetraciclinas incluidos en este estudio 
fueron tet(A), tet(B), tet(C), asociados a un mecanismo de bomba de flujo, y tet(M) 
relacionado con la protección de la diana ribosómica.  
Se empleó una PCR múltiple para el estudio de los genes tet(A) y tet(B) y una 
PCR simple para los genes tet(C) y tet(M) utilizando los oligonucleótidos y 
condiciones de amplificación que se describen en la tabla 3.2. 
 
Tabla 3.2. Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR y condiciones de 
amplificación para la detección de genes que codifican resistencia a tetraciclinas 













































(Guardabassi y col., 2000) 
 
1 Condiciones de amplificación para genes tet(A), tet(B) y tet(M): 1 ciclo de desnaturalización inicial a 
94ºC-5 min.; 35 ciclos de desnaturalización a 94ºC-1 min., hibridación a 51ºC-1 min. y extensión a 
72ºC-1.5 min.; 1 ciclo de extensión final a 72ºC-10 min. (Ng y col., 2001). 
2 Condiciones de amplificación para tet(C): 1 ciclo de desnaturalización inicial a 94ºC-5 min.; 35 ciclos de 
desnaturalización a 94ºC-1 min., hibridación a 62ºC-1 min. y extensión a 72ºC-1 min.; 1 ciclo de 
extensión final a 72ºC-10 min. (Modificado a partir de Guardabassi y col., 2000). 
 
Los volúmenes y concentraciones finales de cada uno de los componentes 
empleados en un volumen final de reacción de 50 μl fueron (Ng y col., 2001):  
 0,5 μl de tampón de PCR, GeneAmp® PCR Gold Buffer (Applied Biosystems-
Roche) a una concentración final de 1X. 
 0,6 μl de mezcla de dNTPs: dATP, dTTP, dGTP, dCTP, GeneAmp® (Applied 
Biosystem-Roche) a una concentración final de 0,3 mM. 
 6 μl de cloruro de magnesio (MgCl2) - (Applied Biosystem-Roche) a una 
concentración final de 3 mM. 




 1,0 μl del oligonucleótido tet(A) directo e inverso a una concentración final de 
1,0 µM y 0,25 μl del oligonucleótido tet(B) directo e inverso a una concentración 
final de 0.25 µM. 
 0,5 μl de AmpliTaq Gold® ADN polimerasa (Applied Biosystems-Roche) a una 
concentración final de 0,05 U/μl. 
 2 μl de ADN. 
 Agua bidestilada estéril hasta completar volumen final.  
 
En las dos PCR simple para la detección de los genes  tet(C) y tet(M) se 
emplearon los mismos volúmenes y concentraciones de los componentes 
anteriormente señalados, añadiendo 0,5 μl del oligonucleótido directo e inverso a 
una concentración final de 0,5 µM tanto para tet(C) como para tet(M). 
Se incluyeron los controles positivos descritos en la siguiente tabla: 
 
Tabla 3.3. Cepas empleadas como controles positivos para  la detección por PCR de genes 
que codifican resistencia a tetraciclinas 
Cepa Control Portadora de genes Fuente de obtención 
 
E. coli Co228 
 




C. Torres. Facultad de Ciencias, Departamento 
de Agricultura y Alimentación, Universidad de La 
Rioja, Logroño, España. 
E. coli Co71 tet(B) 




Enterococcus spp C-130 tet(M) I. Badiola. Centre de Recerca en Sanitat Animal 
(CReSA), Barcelona, España. 
 
 
3.3.6. Detección de genes que codifican resistencia a betalactámicos 
Los genes estudiados para esta familia de antimicrobianos y que forman parte 
del grupo de las llamadas β-lactamasas de espectro extendido (BLEEs) fueron 
blaTEM, blaOXA-1, blaSHV y blaCTX-M-9 (grupo CTX-M-9).  
Se empleó una PCR múltiple para el estudio de los genes blaTEM, blaOXA-1 y 
blaSHV y una simple para blaCTX-M-9, utilizando los oligonucleótidos y condiciones de 
amplificación que se describen en la tabla 3.4. 
 




Tabla 3.4. Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR y condiciones de 
amplificación para la detección de genes que codifican resistencia a betalactámicos 















(Mabilat y  





































854 (Garcia y col., 
2005)  
 
1 Condiciones de amplificación para genes blaTEM, blaOXA-1
 y blaSHV: 1 ciclo de desnaturalización inicial a 
94ºC-5 min.; 32 ciclos de desnaturalización a 94ºC-30 seg., hibridación a 54ºC-30 seg. y extensión a 
72ºC-1 min.; 1 ciclo de extensión final a 72ºC-10 min. (Colom y col., 2003). 
2 Condiciones de amplificación para blaCTX-M-9: 1 ciclo de desnaturalización inicial a 94ºC-5 min.; 25 ciclos 
de desnaturalización a 94ºC-40 seg., hibridación a 55ºC-40 seg. y extensión a 72ºC-1 min.; 1 ciclo de 
extensión final a 72ºC-7 min. (Modificado a partir de Archambault y col., 2006). 
 
Los volúmenes y concentraciones finales de cada uno de los componentes 
empleados en la PCR múltiple para el estudio de los genes blaTEM,  blaOXA-1 y blaSHV 
en un volumen final de reacción de 25 μl fueron (Colom y col., 2003):  
 2,5 μl de tampón de PCR, GeneAmp® PCR Gold Buffer (Applied Biosystems-
Roche) a una concentración final de 1X. 
 0,2 μl de mezcla de dNTPs: dATP, dTTP, dGTP, dCTP, GeneAmp® (Applied 
Biosystem-Roche) a una concentración final de 0,2 mM. 
 1,5 μl de cloruro de magnesio (MgCl2) - (Applied Biosystem-Roche) a una 
concentración final de 1,5 mM. 
 0,5 μl del oligonucleótido blaTEM directo e inverso a una concentración final de 
1,0 µM. 
 0,75 μl del oligonucleótido blaOXA-1 directo e inverso a una concentración final de 
1,5 µM. 
 0,25 μl del oligonucleótido blaSHV directo e inverso a una concentración final de 
0,5 µM. 
 0,2 μl de AmpliTaq Gold® ADN polimerasa (Applied Biosystems-Roche) a una 
concentración final de 0,04 U/μl. 
 2 μl de ADN.  
 Agua bidestilada estéril hasta completar volumen final.  




En la PCR simple para el estudio del gen blaCTX-M-9 se utilizó el Kit PureTaq™ 
Ready To-Go™ PCR Beads (GE Healthcare, Reino Unido), que incluye las 
concentraciones finales de los siguientes componentes: 
 ~2,5 unidades de ADN polimerasa. 
 200 µM de cada dNTP. 
 10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl. 
 1,5 mM de MgCl2. 
 Se trabajó con un volumen final de 25 µl que incluyó:  
 1 µl de cada oligonucleótido (Directo e Inverso), ambos a una concentración 
final de 5 pmol. 
 5 µl de ADN obtenido a partir del sobrenadante de una suspensión bacteriana 
en 700 µl de H2O hervida a 100ºC durante 10 minutos. 
 Agua bidestilada estéril hasta completar volumen final.  
Este protocolo se empleó según el procedimiento utilizado en el Laboratorio de 
Enterobacterias del Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda, Madrid (A. Echeita, 
comunicación personal). 
En los aislados positivos a blaCTX-M-9 se purificaron las bandas amplificadas a 
partir del gel de agarosa al 1,5% mediante el kit comercial SpinPrep™ Gel DNA Kit 
(Novagen®, Canadá) que permite la adsorción del ADN a una membrana de sílice 
en presencia de altas concentraciones de sales y su posterior elución con agua o un 
tampón específico con bajo contenido en sales. Los productos purificados fueron 
secuenciados en el Servicio de Secuenciación del Centro de Investigaciones 
Biológicas (CIB) - Secugen S.L (Madrid). Las secuencias obtenidas fueron alineadas 
con el programa informático Vector NTI® Advance, versión 9.0 (Invitrogen™).  
Se usó el programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para 
comprobar que los aislados portaban el gen blaCTX-M-9  mediante la comparación con 
la secuencia del gen correspondiente disponible en el GenBank.  









Tabla 3.5. Cepas empleadas como controles positivos para  la detección por PCR de genes 
que codifican resistencia a betalactámicos 
Cepa Control Portadora de genes Fuente de obtención 
 
E. coli A3AGEC 425-427 
 
 
blaTEM y blaSHV 
 
M.A. Moreno. Centro de Vigilancia Veterinaria 
(VISAVET), UCM, España. 
  
Salmonella spp. blaOXA-1 K. Colom. Departamento de Inmunología, 
Microbiología y Parasitología, Facultad de 
Farmacia, Universidad del País Vasco, Vitoria-
Gasteiz, España. 
Enterobacter cloacae 03-




blaCTX-M-9 F.M. Aarestrup. Department of Microbiology and 
Risk Assessment, National Food Institute, 
Technical University of Denmark. 
 
 
3.3.7.  Detección de genes que codifican resistencia a aminoglucósidos 
Los genes de resistencia a los aminoglucósidos estudiados fueron aac(3)-IIa, 
aac(3)-IVa y ant(2”)-Ia que codifican una aminoglucósido N-acetiltransferasa tipo 
II, una aminoglucósido N-acetiltransferasa tipo IV y una aminoglucósido O-
adeniltransferasa respectivamente.  
Se estandarizó una PCR múltiple para el estudio de los 3 genes mencionados  
utilizando los oligonucleótidos y condiciones de amplificación que se describen en la 
tabla 3.6: 
 
Tabla 3.6. Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR y condiciones de 
amplificación para la detección de genes que codifican resistencia a aminoglucósidos 





































194 (Vanhoof y col., 
1992)  
Condiciones de amplificación: 1 ciclo de desnaturalización inicial a 94ºC-5 min.; 30 ciclos de 
desnaturalización a 94ºC-30 seg., hibridación a 55ºC-45 seg. y extensión a 72ºC-2 min.; 1 ciclo de 
extensión final a 72ºC-3 min. (Modificado a partir de Vanhoof y col., 1992). 
 




Los volúmenes y concentraciones finales de cada uno de los componentes 
empleados en un volumen final de reacción de 50 μl fueron (Vanhoof y col., 1992):  
 5 μl de tampón de PCR, GeneAmp® PCR Gold Buffer (Applied Biosystems-Roche) 
a una concentración final de 1X. 
 0,4 μl de mezcla de dNTPs: dATP, dTTP, dGTP, dCTP, GeneAmp® (Applied 
Biosystem-Roche) a una concentración final de 0,2 mM. 
 3 μl de cloruro de magnesio (MgCl2) – (Applied Biosystem-Roche) a una 
concentración final de 1,5 mM. 
 0,5 μl del oligonucleótido aac(3)-IIa directo e inverso a una concentración final 
de 1,0 µM. 
 0,5 μl del oligonucleótido aac(3)-IVa directo e inverso a una concentración final 
de 1,0 µM. 
 0,5 μl del oligonucleótido ant(2”)-Ia directo e inverso a una concentración final 
de 1,0 µM. 
 0,2 μl de AmpliTaq Gold® ADN polimerasa (Applied Biosystems-Roche) a una 
concentración final de 0,02 U/μl. 
 2 μl de ADN.  
 Agua bidestilada estéril hasta completar volumen final.  
Se incluyeron los controles positivos descritos en la siguiente tabla: 
 
Tabla 3.7. Cepas empleadas como controles positivos para  la detección por PCR de genes 
que codifican resistencia a aminoglucósidos 
Cepa Control Portadora de genes Fuente de obtención 
 




F.M. Aarestrup. Department of 
Microbiology and Risk 
Assessment, National Food 
Institute, Technical University of 
Denmark. Copenhagen. 
E. coli K13 aac(3)-IVa 
E. coli K2 ant(2”)-I 
 
3.3.8. Resistencia a fluoroquinolonas 
3.3.8.1. Detección de sustituciones aminoacídicas en la Región 
Determinante de Resistencia a Quinolonas (QRDR) de gyrA y parC (ADN 
girasa y topoisomerasa IV) 
Los genes gyrA y parC se amplificaron por PCR simple utilizando los 
oligonucleótidos descritos en la tabla 3.8. Posteriormente se purificaron los 
fragmentos amplificados mediante el uso del kit comercial SpinPrep™ PCR Clean-Up 




Kit (Novagen®) y se secuenciaron en el Servicio de Secuenciación del Centro de 
Investigaciones Biológicas (CIB) - Secugen S.L (Madrid), usando el mismo juego de 
oligonucleótidos empleados en la reacción de PCR. Las secuencias obtenidas fueron 
traducidas a proteínas con el programa informático Vector NTI® Advance, versión 
9.0 (Invitrogen™) y comparadas con la secuencia aminoacídica previamente 
descrita para gyrA (número de acceso del GenBank NP_416734.1) y parC 
(NP_755631.1) para determinar las posibles mutaciones presentes en las QRDRs de 
ambos genes. 
 
Tabla 3.8. Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR y condiciones de 
amplificación para los genes gyrA y parC 






























Condiciones de amplificación: 1 ciclo de desnaturalización inicial a 94ºC-5 min.; 30 ciclos de 
desnaturalización a 94ºC-1 min., hibridación a 55ºC-1 min. y extensión a 72ºC-1 min.; 1 ciclo de 
extensión final a 72ºC-5 min. (Modificado a partir de Vanhoof, 1992). 
 
Los volúmenes y concentraciones finales de cada uno de los componentes 
empleados en un volumen final de reacción de 50 μl fueron (Lee y col., 2005):  
 5 μl de tampón de PCR, GeneAmp® PCR Gold Buffer (Applied Biosystems-Roche) 
a una concentración final de 1X. 
 0,4 μl de mezcla de dNTPs: dATP, dTTP, dGTP, dCTP, GeneAmp®, Applied 
Biosystem-Roche a una concentración final de 0,2 mM. 
 6 μl de cloruro de magnesio (MgCl2) – (Applied Biosystem-Roche) a una 
concentración final de 3 mM. 
 0,2 μl del oligonucleótido gyrA directo e inverso a una concentración final de  
0,2 µM, o 
 0,2 μl del oligonucleótido parC  directo e inverso a una concentración final de  
0,2 µM. 
 0,5 μl de AmpliTaq Gold® ADN polimerasa (Applied Biosystems-Roche) a una 
concentración final de 0,05 U/μl. 
 2 μl de ADN.  
 Agua bidestilada estéril hasta completar volumen final.  




3.3.8.2. Resistencia a fluoroquinolonas mediada por plásmidos 
Los genes estudiados y que están involucrados en la resistencia a quinolonas 
mediada por plásmidos fueron el gen qnr, variantes qnrA, qnrB y qnrS, el gen 
aac(6’)lb, que codifica una enzima que inactiva el antimicrobiano, y el gen qepA 
cuyo mecanismo de resistencia está asociado a una bomba de flujo o de expulsión 
activa. 
Se realizó una PCR múltiple para el estudio de las variantes del gen qnr y una 
PCR simple para los genes aac(6’)lb y qepA utilizando los oligonucleótidos descritos 
en la tabla 3.9.  
 
Tabla 3.9. Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR y condiciones de 
amplificación para la detección de genes que codifican resistencia a fluoroquinolonas 
mediada por plásmidos 
















































(Park y col., 2006; Kim 











(Yamane y col., 2008; 
Rocha-Gracia y col., 
2010) 
 
1 Condiciones de amplificación gen qnr: 1 ciclo de desnaturalización inicial a 94ºC-5 min.; 30 ciclos de 
desnaturalización a 94ºC-1 min., hibridación a 57ºC-1 min. y extensión a 72ºC-1 min.; 1 ciclo de 
extensión final a 72ºC-10 min. (Modificado a partir de Cavaco y col., 2008). 
2 Condiciones de amplificación gen aac(6’)lb: 1 ciclo de desnaturalización inicial a 94ºC-5 min.; 34 ciclos 
de  desnaturalización a 94ºC-45 seg., hibridación a 55ºC-45 seg. y extensión a 72ºC-45 seg.; 1 ciclo de 
extensión final a 72ºC-10 min. (Park y col., 2006). 
3  Condiciones de amplificación gen qepA: 1 ciclo de desnaturalización inicial a 96ºC-1 min.; 30 ciclos de 
desnaturalización a 96ºC-1 min., hibridación a 60ºC-1 min. y extensión a 72ºC-1 min.; 1 ciclo de 
extensión final a 72ºC-7 min. (Yamane y col., 2008). 
 
Los volúmenes y concentraciones finales de cada uno de los componentes 
empleados en un volumen final de reacción de 50 μl para el caso de los genes qnr 
(Cavaco y col., 2008) fueron:  




 5 μl de tampón de PCR, GeneAmp® PCR Gold Buffer (Applied Biosystems-
Roche), concentración final de 1X. 
 0,5 μl de mezcla de dNTPs: dATP, dTTP, dGTP, dCTP, GeneAmp® (Applied 
Biosystem-Roche), concentración final de 0,25 mM. 
 3 μl de cloruro de magnesio (MgCl2) – (Applied Biosystem-Roche) a una 
concentración final de 1,5 mM. 
 1 μl del oligonucleótido qnrA directo e inverso, concentración final de 1 µM. 
 1 μl del oligonucleótido qnrB directo e inverso, concentración final de 1 µM. 
 1 μl del oligonucleótido qnrS directo e inverso, concentración final de 1 µM. 
 0,2 μl de AmpliTaq Gold® ADN polimerasa (Applied Biosystems-Roche), 
concentración final de 0,02 U/μl. 
 2 μl de ADN.  
 Agua bidestilada estéril hasta completar volumen final.  
 
Para el caso de de la PCR simple para la detección de aac(6’)lb se utilizaron los 
mismos volúmenes y concentraciones de los componentes anteriormente 
señalados, añadiendo 1 μl del oligonucleótido directo e inverso a una concentración 
final de 1 µM (Park y col., 2006). 
Para qepA se empleó una PCR simple utilizando el Kit PureTaq™ Ready To-Go™ 
PCR Beads (GE Healthcare, Reino Unido), cuyas concentraciones y volúmenes 
finales de cada componente se mencionan en el apartado 3.3.6. Los productos 
obtenidos en la reacción de PCR se purificaron, secuenciaron y analizaron como se 
describe en el mismo apartado. 













Tabla 3.10. Cepas empleadas como controles positivos para  la detección por PCR de genes 
que codifican resistencia a fluoroquinolonas 
Cepa Control Portadora de genes Fuente de obtención 
 
Enterobacter cloacae 03-577, aislado 








F.M. Aarestrup. Department of 
Microbiology and Risk Assessment, 
National Food Institute, Technical 
University of Denmark. Copenhagen. 
 
Salmonella bovismorbificans qnrS1 
(aislado en US) 
 
qnrS1 
Salmonella infantis S14 (aislado en 
Brasil) 
aac(6)lb 
E. coli 137 qnrB L. Martínez. Servicio de Microbiología, 
Hospital Universitario Marqués de 
Valdecilla y Departamento de Biología 
Molecular. 
E. coli TOP10 (PAT851) qepA J. Vila. Servicio de Microbiología del 
Hospital Clínico de Barcelona, España. 
 
 
3.4. ESTUDIO DE LOS PERFILES REP Y DE LAS RELACIONES CLONALES 
ENTRE LOS AISLADOS DE E. coli 
La identificación de clones o grupos clonales entre aislados posiblemente 
relacionados epidemiológicamente se llevó a cabo a través de la técnica de REP-
PCR o PCR de elementos extragénicos palindrómicos repetitivos (Versalovic y col., 
1991). Entendiéndose por clones los individuos de una especie que tienen un perfil 
similar para un grupo particular de marcadores genéticos (van Belkum y col., 
2001). 
Esta técnica se aplicó a la totalidad de los aislados analizados en el estudio. 
 
3.4.1. Extracción del ADN 
La extracción del ADN se realizó mediante el método del hervido como se 
mencionó en el apartado 3.3.1., solo que en este caso el ADN se obtuvo a partir del 








3.4.2. Oligonucleótidos y reacción de REP-PCR 
Se emplearon los oligonucleótidos modificados con inosina y las condiciones de 
amplificación que se describen en la siguiente tabla:  
 
Tabla 3.11. Oligonucleótidos y condiciones de amplificación empleados en la técnica de REP-
PCR  











Vila y col., 2005 
 
 *I:Inosina                                                                                                                              
Condiciones de amplificación: 1 ciclo de desnaturalización inicial a 94ºC-3 min.; 30 ciclos de 
desnaturalización a 94ºC-1 min., hibridación a 40ºC-1 min. y extensión a 68ºC-8 min.; 1 ciclo de 
extensión final a 72ºC-15 min. (Vila y col., 1996). 
 
Los volúmenes y concentraciones finales de cada uno de los componentes 
empleados en un volumen final de reacción de 50 μl fueron:  
 5 μl de tampón de PCR (Biotools, España), concentración final de 1X. 
 1 μl de mezcla de dNTPs: dATP, dTTP, dGTP, dCTP (Biotools), concentración 
final de 0,2 mM. 
 1,5 μl de cloruro de magnesio (MgCl2) – (Biotools), concentración final de 1,5 
mM. 
 1 μl del oligonucleótido REP-1 (Sigma-Aldrich), concentración final de 0,5 µM. 
 1 μl del oligonucleótido REP-2 (Sigma-Aldrich), concentración final de 0,5 µM. 
 0,5 μl de ADN polimerasa (Biotools), concentración final de 0,05 U/μl. 
 20 μl de ADN.  
 Agua bidestilada estéril hasta completar volumen final.  
La electroforesis de los productos de la REP-PCR se realizó en geles de agarosa 
al 2% con Tris-acetato EDTA (TAE) al 1X (BioRad) con una corriente eléctrica de 70 
voltios durante 2 horas. Los geles se tiñeron con SYBR® Safe DNA gel stain 
(Invitrogen™). Se utilizó el marcador de peso molecular Step Ladder® de 50 - 3000 
bp (Sigma-Aldrich™). Para la visualización, captación y digitalización de las bandas 
amplificadas se utilizó el sistema de documentación de geles GeneFlash 
(SYNGENE).  
 




3.4.3. Análisis de los perfiles REP 
Para el análisis de las imágenes obtenidas en función de los perfiles de bandas 
observadas se utilizó el programa informático GelCompar® II (Applied Maths). Las 
bandas amplificadas fueron normalizadas en base al marcador de peso molecular a 
través del mismo programa. 
La relación entre los perfiles de bandas de los aislados estudiados se estableció 
aplicando el coeficiente de similitud de Dice con una tolerancia del 5% y 
optimización del 5%, generándose un dendograma a partir del método del 
promedio entre grupos UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Aritmetic 
Mean) para cada animal en las tres fases del experimento y siguiendo los criterios 
establecidos por otros autores (McLellan y col., 2003; Cleland y col., 2008; Fontana 
y col., 2008; Vigil y col., 2009). Los aislados cuyos perfiles presentaban una 
similitud ≥95% se consideraron pertenecientes al mismo clon. 
 
3.5. DETERMINACIÓN DE GRUPOS FILOGENÉTICOS DE LOS AISLADOS DE  
E. coli 
Escherichia coli se clasifica desde el punto de vista de su estructura poblacional 
en cuatro grupos filogenéticos predominantes: A, B1, B2 y D (Selander y col., 
1986; Herzer y col., 1990; Clermont y col., 2000) los cuales pueden ser divididos 
en siete subgrupos (A0, A1, B1, B22, B23, D1 y D2) (Escobar-Páramo y col., 2004; 
Carlo y col., 2010). Los filogrupos fueron identificados por PCR múltiple basada en 
la amplificación de dos genes con función conocida (chuA y yjaA) y un fragmento 
de ADN de función desconocida (TspE4.C2), aplicando el criterio mostrado en la 
figura 2.2 (Clermont y col., 2000) que permitió hacer la discriminación de los 
aislados estudiados en los correspondiente grupos filogenéticos: B2 (chuA+, 
yjaA+), D (chuA+, yjaA-), B1 (chuA-, TspE4.C2+) y A (chuA-, TspE4.C2-). Las 
cepas extraintestinales patógenas pertenecen en su mayoría a los grupos B2 y D, 
mientras que las cepas comensales intestinales se distribuyen entre los grupos A y 
B1 (Picard y col., 1998; Soto, 2006). 
Los resultados de este ensayo se correlacionaron con los obtenidos por la 
















Figura 2.2. Árbol de decisión dicotómica para determinar el grupo filogenético de aislados 
de E. coli usando los resultados de amplificación por PCR de los genes chuA y yjaA y del 
fragmento de ADN TspE4.C2 (Tomado de Clermont y col., 2000)  
 
Los oligonucleótidos empleados en esta técnica se describen en la siguiente 
tabla: 
Tabla 3.12. Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR y condiciones de 
amplificación para la determinación de los grupos filogenéticos de aislados de E. coli 













































1 Condiciones de amplificación gen chuA: 1 ciclo de desnaturalización inicial a 94ºC-5 min.; 30 ciclos de 
desnaturalización a 94ºC-30 seg., hibridación a 63ºC-30 seg. y extensión a 72ºC-30 seg.; 1 ciclo de 
extensión final a 72ºC-7 min. (Clermont y col. 2000). 
2 Condiciones de amplificación genes yjaA y TspE4C2: 1 ciclo de desnaturalización inicial a 94ºC-5 min.; 
30 ciclos de desnaturalización a 94ºC-30 seg., hibridación a 55ºC-30 seg. y extensión a 72ºC-30 seg.; 1 
ciclo de extensión final a 72ºC-7 min. (Clermont y col., 2000). 
 
El protocolo empleado para la identificación y amplificación individual de los tres 
marcadores incluyó tres reacciones de PCR simple (Clermont y col., 2000). Los 
volúmenes y concentraciones finales de cada uno de los componentes empleados 
en un volumen final de reacción de 25 μl  fueron:  




 2,5 μl de tampón estándar de PCR con MgCl2 (Biotools, España), concentración 
final de 1X. 
 2 μl de mezcla de dNTPs: dATP, dTTP, dGTP, dCTP (Biotools), concentración 
final de 0,8 mM. 
 0,25 μl del oligonucleótido chuA directo e inverso (Sigma-Aldrich), concentración 
final de 0,25 µM. 
 0.25 μl del oligonucleótido yjaA directo e inverso (Sigma-Aldrich), concentración 
final de 0,25 µM. 
 0,25 μl del oligonucleótido TspE4.C2 directo e inverso (Sigma-Aldrich), 
concentración final de 0,25 µM. 
 0,25 μl de ADN polimerasa (Biotools), concentración final de 0.05 U/μl. 
 2,5 μl de ADN.  
 Agua bidestilada estéril hasta completar volumen final.  
La electroforesis de los productos amplificados se realizó en geles de agarosa al 
2% con Tris-acetato EDTA (TAE) al 1X (Bio-Rad) con un voltaje de 90 durante 40 
minutos. Los geles fueron teñidos y visualizados como se explicó en el apartado 
3.3.4. 
 
3.6. ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS MEDIADA POR 
INTEGRONES  
La presencia de integrones y su relación con la resistencia a distintos 
antimicrobianos se investigó según la metodología que se detalla a continuación:  
 
3.6.1. Caracterización de integrones 
La determinación de la presencia de integrones se realizó por PCR múltiple 
utilizando ADN genómico como molde y oligonucleótidos específicos para la 
amplificación de los genes que codifican las integrasas de integrones de clase 1 









Tabla 3.13. Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR y condiciones de 
amplificación para el estudio de integrones 









































Condiciones de amplificación: 1 ciclo de desnaturalización inicial a 94ºC-5 min.; 30 ciclos de  
desnaturalización a 94ºC-30 seg., hibridación a 54ºC-30 seg. y extensión a 72ºC-2 min.; 1 ciclo de 
extensión final a 72ºC-7 min. (Modificado a partir de Su y col., 2006). 
 
Los volúmenes y concentraciones finales de cada uno de los componentes 
empleados en un volumen final de reacción de 25 μl (Su y col., 2006) fueron:  
 2,5 μl de tampón estándar de PCR con MgCl2 (Biotools, España) a una 
concentración final de 1X. 
 2,5 μl de dimetilsulfóxido (DMSO) al 10% (Sigma-Aldrich), como agente 
desnaturalizante que permite una mejor separación de las cadenas de ADN. 
Este compuesto contribuye a reducir la formación de productos inespecíficos 
que se generan durante la amplificación.  
 2 μl de mezcla de dNTPs: dATP, dTTP, dGTP, dCTP (Biotools) a una 
concentración final de 0,8 mM. 
 0,25 μl del oligonucleótido intI1 directo e inverso (Sigma-Aldrich) a una 
concentración final de 0,25 µM. 
 0,25 μl del oligonucleótido intI2 directo e inverso (Sigma-Aldrich) a una 
concentración final de 0,25 µM. 
 0,25 μl del oligonucleótido intI3 directo e inverso (Sigma-Aldrich) a una 
concentración final de 0,25 µM. 
 0,25 μl de ADN polimerasa (Biotools) a una concentración final de 0,05 U/μl. 
 2,5 μl de ADN.  
 Agua bidestilada estéril hasta completar volumen final.  
Como control negativo se incluyó una muestra sin ADN y como controles 
positivos los siguientes: 
 
 




Tabla 3.14. Cepas empleadas como controles positivos para  el estudio de integrones 
Cepa Control Portadora de la enzima Fuente de obtención 
 
E. coli C-528 
 




M.A. Moreno y M. Marchant. Centro de 
Vigilancia Veterinaria (VISAVET), UCM, 
España. 





La electroforesis de los productos de la PCR se realizó en geles de agarosa al 
2% con Tris-acetato EDTA (TAE) al 1X (Bio-Rad) con un voltaje de 90 durante 30 
minutos. Los geles fueron teñidos y visualizados como se explicó en el apartado 
3.3.4. 
 
3.6.2. Amplificación de la región variable del integrón 
En los aislados en los que se detectó el gen que codifica la integrasa intI1 se 
llevó a cabo una PCR para amplificar la región variable y determinar el tamaño de 
la misma. El mismo procedimiento se realizó en los aislados en los cuales de 
detectó el gen de la integrasa clase 2.  
Los oligonucleótidos empleados y las condiciones de amplificación se describen 
en la siguiente tabla: 
 
Tabla 3.15. Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR y condiciones de 
amplificación para el estudio de la región variable del integrón 
Región 
variable 






























(White y col., 2001) 
1 Condiciones de amplificación rv- intI1: 1 ciclo de desnaturalización inicial a 94ºC-5 min.; 35 ciclos de 
desnaturalización a 94ºC-1 min., hibridación a 55ºC-1 min. y extensión a 65ºC-8 min.; 1 ciclo de 
extensión final a 72ºC-8 min. (Adaptado de Lévesque y Roy., 1993). 
2 Condiciones de amplificación rv- intI2: 1 ciclo de desnaturalización inicial a 94ºC-5 min.; 35 ciclos de 
desnaturalización a 94ºC-1 min., hibridación a 60ºC-1 min. y extensión a 72ºC-6 min.; 1 ciclo de 
extensión final a 72ºC-8 min. (Marchant, M., comunicación personal). 
 
Los volúmenes y concentraciones finales de cada uno de los componentes 
empleados en un volumen final de reacción de 50 μl y siguiendo el protocolo 
empleado por M.A. Moreno y M. Marchant (comunicación personal) fueron:  




 2,5 μl de tampón estándar de PCR con MgCl2 (Biotools, España), concentración 
final de 1X. 
 1,5 μl de mezcla de dNTPs: dATP, dTTP, dGTP, dCTP (Biotools), concentración 
final de 0,3 mM. 
 0,25 μl del oligonucleótido rv-intI1 directo e inverso (Sigma-Aldrich), 
concentración final de 0,125 µM. 
 0,25 μl del oligonucleótido rv-intI2 directo e inverso (Sigma-Aldrich), 
concentración final de 0,125 µM. 
 0,25 μl de ADN polimerasa (Biotools), concentración final de 0,025 U/μl. 
 5 μl de ADN.  
 Agua bidestilada estéril hasta completar volumen final.  
La electroforesis se realizó como se describió en el apartado 3.4.2. 
 
3.6.2.1. Secuenciación y análisis bioinformático 
Se purificaron los productos de PCR con el kit comercial SpinPrep™ PCR Clean-
Up Kit (Novagen®) y se secuenciaron en la Unidad de Secuenciación del Centro de 
Investigaciones Biológicas (CSIC) - Secugen S.L (Madrid). Seguidamente se 
analizaron y editaron las secuencias obtenidas con el programa informático Vector 
NTI® Advance, versión 9.0 (Invitrogen™) y posteriormente se compararon con las 
secuencias disponibles en las bases de datos del National Center for     
Biotechnology Information (NCBI), utilizando la herramienta BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para llevar a cabo la caracterización de los 
genes casetes contenidos en la región variable de los integrones clase 1 y 2 de los 
aislados donde se amplificaron.  
 
3.6.3. Detección de los genes qacE1+sul1 en integrones de clase 1 
defectivos  
La detección de los genes qacE1+sul1 localizados en la región 3’ conservada 
de los integrones de clase 1 y que confieren resistencia a compuestos de amonio 
cuaternario y sulfamidas respectivamente, se realizó por PCR en los aislados 
negativos a intI1 y resistentes a trimetoprim + sulfametoxazol, cuya resistencia fue 
comprobada por el método de difusión con discos explicado en el apartado 3.2.3, y 
con una potencia de 1.25 μg y 23.75 μg para cada antimicrobiano respectivamente. 
La finalidad de este estudio permitiría suponer la presencia de la integrasa de clase 
1 en estos aislados, posiblemente truncada por la secuencia de inserción IS26. 




Los oligonucleótidos y las condiciones de amplificación empleadas están 
descritas en la tabla 3.16: 
 
Tabla 3.16. Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR y condiciones de 
amplificación para el estudio de genes qacE1+sul1 
















(Mazel y col., 2000) 
     
Condiciones de amplificación: 1 ciclo de desnaturalización inicial a 94ºC-5 min.; 30 ciclos de 
desnaturalización a 94ºC-30 seg., hibridación a 63ºC-30 seg. y extensión a 72ºC-1 min.; 1 ciclo de 
extensión final a 72ºC-8 min. (Mazel y col., 2000). 
 
Los volúmenes y concentraciones finales de cada uno de los componentes 
empleados en un volumen final de reacción de 50 μl, siguiendo el protocolo 
empleado por M.A. Moreno y M. Marchant (comunicación personal) fueron:  
 2,5 μl de tampón estándar de PCR con MgCl2 (Biotools, España), concentración 
final de 1X. 
 1,5 μl de mezcla de dNTPs: dATP, dTTP, dGTP, dCTP (Biotools), concentración 
final de 0,3 mM. 
 0,25 μl del oligonucleótido qacE1 directo (Sigma-Aldrich), concentración final 
de 0,125 µM. 
 0,25 μl del oligonucleótido sul1 inverso (Sigma-Aldrich), concentración final de 
0,125 µM. 
 0,25 μl de ADN polimerasa (Biotools), concentración final de 0,025 U/μl. 
 5 μl de ADN.  
 Agua bidestilada estéril hasta completar volumen final.  
Se incluyó un control positivo de E. coli de origen fecal, cepa C-264 proveniente 
de una granja de cerdos en Vallelado (Segovia) y cedida por VISAVET, portadora de 
los genes qacE1+sul1 y sul3; asimismo, se incluyó un control negativo sin ADN 
ajustado al volumen correspondiente con agua bidestilada estéril (MiliQ) 
La electroforesis se realizó como se describió en el apartado 3.3.4. 
 
 




3.6.4. PCR para la detección del elemento de inserción IS26 
La secuencia de inserción IS26 se estudió por PCR en aquellos aislados de      
E. coli en los cuales no se detectó el gen que codifica la integrasa intI1 pero eran 
portadores de los genes qacE1+sul1 en la región 3’CS. La finalidad de este análisis 
fue determinar si el elemento IS26 se encontraba truncando o no a la integrasa de 
clase 1 impidiendo la hibridación de los oligonucleótidos utilizados para la detección 
de intI1.  
El procedimiento se basó en dos PCR diferentes ya que la IS26 puede 
localizarse hacia el extremo 5’ o hacia el extremo 3’ de la integrasa: 
1. Empleando el juego de oligonucleótidos: intI1 directo (Tabla 3.13) e IS26U 
inverso (Tabla 3.17), para saber si la integrasa estaba truncada por la IS26 hacia el 
extremo 5’ (upstream). 
2. Empleando el juego de oligonucleótidos: intI1 inverso (Tabla 3.13)  e IS26U 
(Tabla 3.17), para saber si la integrasa estaba truncada por la IS26 hacia el 
extremo 3’ (downstream). 
 
Tabla 3.17. Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR y condiciones de 
amplificación para IS26 


















(Liao y col., 2010) 
 
IS26inv TCACTCCACGATTTACCGCT Inverso 
 
(Doublet y col., 
2008) 
 
Condiciones de amplificación: 1 ciclo de desnaturalización inicial a 94ºC-5 min.; 35 ciclos de 
desnaturalización a 94ºC-1 min., hibridación a 55ºC-1 min. y extensión a 65ºC-8 min.; 1 ciclo de 
extensión final a 72ºC-8 min. (Lévesque y Roy., 1993). 
 
Los volúmenes y concentraciones finales de cada uno de los componentes 
empleados en un volumen final de reacción de 25 μl y siguiendo el protocolo 
empleado por M.A. Moreno y M. Marchant (comunicación personal) fueron:  
 2,5 μl de tampón estándar de PCR con MgCl2 (Biotools, España), concentración 
final de 1X. 
 1μl de mezcla de dNTPs: dATP, dTTP, dGTP, dCTP (Biotools), concentración final 
de 0,4 mM. 
 0,5 μl de cada oligonucleótido  (Sigma-Aldrich), concentración final de 0,1 µM. 




 0,15 μl de ADN polimerasa (Biotools) a una concentración final de 0,03 U/μl. 
 2,5 μl de ADN.  
 Agua bidestilada estéril hasta completar volumen final.  
La electroforesis fue realizada como se explicó en el apartado 3.4.2. 
 
3.6.5. Detección del gen sul3 
La detección del gen sul3 (resistencia a sulfamidas) en la región 3’ CS de los 
integrones clase 1 no clásicos se llevó a cabo por PCR únicamente en aquellos 
aislados portadores del gen que codifica la integrasa intI1, en los cuales no se 
amplificó la región variable y carentes de qacE1+sul1.  
Los oligonucleótidos y las condiciones de amplificación empleadas están 
descritas en la tabla 3.18: 
 
Tabla 3.18. Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de PCR y condiciones de 
amplificación para el estudio del gen sul3 

















(Perreten y  
Boerlin, 2003) 
Condiciones de amplificación: 1 ciclo de desnaturalización inicial a 94ºC-1 min.; 30 ciclos de 
desnaturalización a 94ºC-1 min., hibridación a 51ºC-1 min. y extensión a 72ºC-1 min.; 1 ciclo de 
extensión final a 72ºC-5 min. (Perreten y Boerlin, 2003). 
 
Los volúmenes y concentraciones finales de cada uno de los componentes 
empleados se detallan en el apartado 3.6.3. 
 
3.7. ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS 
El análisis de los datos se realizó con el paquete estadístico SPSS (Statistical 
Package for the Social Sciences) versión 17 para Windows. 
Las diferencias estadísticas entre las frecuencias de resistencias 
antimicrobianas fueron determinadas por el Test exacto de Fischer. Un valor de      
P<0,05 fue considerado estadísticamente significativo. Los análisis se hicieron 




















4 – Resultados y Discusión 
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4.1. AISLAMIENTO DE CEPAS 
Como se indicó en el apartado correspondiente de Material y Métodos, el 
propósito inicial era seleccionar 10 aislados de E. coli por animal y fase de 
tratamiento. No obstante, en determinados casos esto no fue posible bien porque 
no se obtuvo crecimiento o  porque algunos o todos los aislados se identificaron 
como otras enterobacterias distintas a E. coli (Klebsiella pneumoniae y Citrobacter 
freundii). En la tabla 4.1 se detallan los resultados de los aislamientos en los 20 
animales según el momento de la toma de la muestra y la pauta de tratamiento. 
Como puede observarse en la tabla, de uno de los animales (conejo Nº 20 tratado 
con dosis baja) no se consiguió aislado alguno de E. coli y de otro (conejo Nº 16 
también tratado con dosis baja) solo se consiguió un aislado de E. coli de la 
muestra tomada en la fase antes del tratamiento. Además, del conejo Nº 15 
(tratado con dosis alta) solo se obtuvieron 7 aislados (5 de la muestra tomada en la 
fase AT y 2 de la tomada en la fase FT) y del conejo Nº 12 únicamente se 
obtuvieron aislados de E. coli de la muestra tomada en la fase PT. El hecho de que 
no se hubiese podido aislarse E. coli de algunos animales es hasta cierto punto 
esperable, puesto que según(Padilha y col. (1996) hay gazapos sin  E. coli 
detectables (menos de 102/g) y otros tienen una población que llega a 104 – 105 
bacterias por gramo. Estos autores señalan, asimismo, que el 10-20% de los 
gazapos de 15-22 días no tienen E. coli y la proporción llega al 30% en los conejos 
mayores estudiados hasta los 49 días. Finalmente se obtuvieron un total de 478 
aislados de E. coli a partir de las muestras fecales en lugar de los 600 teóricos 
programados. De los aislados, 156 procedían de las muestras tomadas en la fase 
previa a la administración del tratamiento, 152 de las muestras tomadas al final del 
tratamiento y los restantes 170 de las muestras tomadas cuatro semanas después 
de finalizado el tratamiento.  
Los resultados obtenidos en esta investigación son difíciles de comparar con los 
hallazgos publicados en trabajos previos debido a que en nuestro caso se trató de 
obtener diez aislados de E. coli de cada animal en tres momentos diferentes según 
el diseño experimental planteado, mientras que en otras investigaciones de tipo 









Tabla 4.1. Resultados de los aislamiento de E. coli y otras enterobacterias según el animal 




Aislados según el momento de la toma de la muestra  















Control 2 * * * 
Control 3 * Sin aislamiento * 
Control 4 * * * 
Control 5 * * * 
Baja 16 1 E. coli, 9 Citrobacter 
freundii 
10 Citrobacter freundii 10 Citrobacter freundii 
Baja 17 * * * 
Baja 18 * * * 
Baja 19 * * * 





Media 6 * * * 
Media 7 * * * 
Media 8 * * * 
Media 9 * * * 
Media 10 * * * 
Alta 11 * * * 




Alta 13 * * * 
Alta 14 * * * 
Alta 15 5 E. coli, 5 Citrobacter 
freundii 
2 E. coli, 8 Citrobacter 
freundii 
 
10 Citrobacter freundii 
a
Grupo control: no tratado; dosis baja (subterapéutica): 50 mg/L/d durante 12 días; dosis media 
(terapéutica): 100 mg/L/d durante 6 días; dosis alta (superior a la terapéutica): 200 mg/L/d durante 3 
días. 
*
Animales en los que se obtuvieron los diez aislados de E. coli previstos.  




4.2. SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA Y GENES QUE CODIFICAN 
RESISTENCIA A TETRACICLINAS  
 
4.2.1. Estudio de la sensibilidad antimicrobiana a tetraciclinas de los 
aislados de E. coli procedentes de los animales del grupo control y de los 
animales tratados según el momento de la toma de la muestra y la pauta 
de tratamiento con doxiciclina 
De los 348 aislados de E. coli de los conejos tratados y analizados en este 
estudio, 311 (89,4%) fueron resistentes a doxiciclina, porcentaje similar al 
encontrado en los animales del grupo control (89,2%, 116 de 130). Estos 
porcentajes podrían derivar del uso de doxiciclina en conejos, cuyo uso está 
permitido desde finales de los años sesenta. En un estudio realizado por (Blanc y 
col. (2006) en aislados de E. coli de animales de cría intensiva para engorde se 
encontró un 75,0% de aislados resistentes a tetraciclinas en granjas de conejos, un 
81,2% en granjas de aves y un 84.6% en granjas de cerdos. Por otro lado, (Diarra 
y col. (2007) encontraron un 68,5% de aislados de E. coli provenientes de pollos de 
engorde resistentes a tetraciclinas y (Yang y col. (2004) detectaron una alta tasa 
de resistencia a tetraciclinas (98%) en aislados de E. coli de pollos y cerdos 
enfermos. Por otra parte, en diferentes estudios realizados en cepas comensales de 
E. coli aisladas de cerdos sanos también se han encontrado altos porcentajes de 
resistencia a tetraciclinas. Así,(Lim y col. (2007) detectaron un 96,3% de aislados 
comensales resistentes,(Enne y col. (2008) un 78,7% y(van den Bogaard y  
Stobberingh (2000) un 100%. Estos porcentajes tan altos de resistencia se 
explicarían por el hecho de que las tetraciclinas han sido el grupo de 
antimicrobianos más comúnmente usado durante mucho tiempo en ganadería. 
En el presente estudio se observaron porcentajes de aislados resistentes 
homogéneos en la etapa previa a la administración del tratamiento, sin diferencias 
estadísticamente significativas entre los valores encontrados en los aislados 
procedentes de los animales del grupo control y los procedentes de los conejos 
tratados con diferentes pautas de tratamiento. En la fase de FT se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas al comparar los porcentajes de aislados 
resistentes a doxiciclina del grupo control con los de los grupos tratados con la 
dosis media  (P=0.0159) y con la dosis alta (P=0.0058). Cuatro semanas después 
del tratamiento se observó un comportamiento similar al ocurrido en la fase de AT, 
no encontrándose diferencias entre el grupo control y los tratados (tabla 4.2).  
En los animales control se partió de un alto porcentaje de aislados resistentes en 
AT (70,0%) que se incrementó en las fases de FT y PT (100,0 y 96,0%). Con la 




dosis baja se encontró una diferencia estadísticamente significativa (P=0.0240) 
entre las resistencias detectadas en AT y FT, mientras que con la dosis media no se 
encontraron diferencias significativas entre las resistencias observadas en las tres 
fases del ensayo, presumiblemente debido a los altos porcentajes de resistencia 
detectados en AT con esta pauta. Con la dosis alta se partió de un 74,3% de 
aislados resistentes en AT, valor que se incrementó aunque sin diferencia 
estadísticamente significativa en la fase de FT (81,3%), mientras que en PT se 
detectó un 100% de aislados resistentes a doxiciclina, porcentaje que difirió desde 
el punto de vista estadístico con el observado en FT (P=0.0058) y en AT 
(P=0.0006) (tabla 4.2). El elevado porcentaje de resistencias encontrado en los 
aislados provenientes de todos los animales en la fase AT podría, presumiblemente, 
deberse a complejos mecanismos tales como resistencia cruzada o co-resistencia, 
que pueden influir en el mantenimiento de resistencias a antimicrobianos en las 
poblaciones de E. coli de la microbiota intestinal (Asai y col., 2005). Asimismo, el 
uso de ciertos antimicrobianos en la industria cunícola puede estar influyendo en la 
persistencia de aislados de E. coli resistentes a tetraciclinas. No obstante, otros 
estudios serían necesarios para clarificar la posible relación entre el uso de 



















Tabla 4.2. Resultados de la sensibilidad a doxiciclina de los aislados de E. coli procedentes 
de los animales del grupo control y de los animales tratados según la pauta de tratamiento y 






























Pauta de tratamiento con doxiciclina 






100 mg/L  
durante 6  
días 
200 mg/L  
durante 3 
días 




























Intermedia 8 20,0 6 19,4 5 10,0 8 22,9 
Sensible 4 10,0 0 00,0 1 2,0 1 2,9 
 
FT 
Resistente 40 100,0a,1 30 100,0a,1 43 86,0b 26 81,3b 
Intermedia 0 00,0 0 00,0 7 14,0 1 3,1 
Sensible 0 00,0 0 00,0 0 00,0 5 15,6 
 
PT 
Resistente 48 96,0a, 1 28 93,3a 49 98,0a 40 100,0a 1,2  
Intermedia 1 2,0 2 6,7 1 2,0 0 00,0 
Sensible 1 2,0 0 00,0 0 00,0 00 00,0 
 
Valores con la misma letra por fila no difieren significativamente por pauta de tratamiento mientras    
que letras distintas indican diferencia estadísticamente significativa.                                                             
Valores señalados con el número 1 por columna difieren significativamente de AT y valores con el 
número 2 implica que existe diferencia estadísticamente significativa entre FT y PT según pauta de 
tratamiento. Los datos obtenidos fueron analizados por la prueba Ji-cuadrado con el test exacto de 
Fischer, utilizando un criterio de significación de P<0,05.                                                
 
De acuerdo con los resultados obtenidos y con el análisis estadístico expresado 
en la tabla 4.2., se evidenció una evolución similar en los porcentajes de resistencia 
a tetraciclina tanto en los animales del grupo control como en los tratados, 
partiendo de porcentajes de resistencia elevados en los cuatro grupos y que 
mostraron un incremento temporal en las fases sucesivas, independientemente de 
la dosis de doxiciclina administrada, es decir, la evolución no estuvo asociada a la 
pauta terapéutica (figura 4.1). Puede, pues, concluirse que en nuestro estudio no 
se consiguió demostrar, como cabía esperar inicialmente, que el tratamiento con 
doxiciclina por vía oral influyera significativamente en la generación de resistencias 
a tetraciclinas, y ello debido, seguramente, al alto porcentaje de aislados de E. coli 
resistentes presentes en la microbiota intestinal antes del tratamiento. 
 
 




















Figura 4.1. Evolución de los porcentajes de resistencia a doxiciclina según el momento 
de la toma de la muestra y la pauta de tratamiento 
 
4.2.2. Detección de genes que codifican resistencia a tetraciclinas en 
aislados de E. coli de conejos 
Debido al alto número de aislados resistentes a tetraciclina encontrado en este 
estudio (427 de los 478 investigados, un 89,3%), se decidió realizar la 
determinación de genes que codifican resistencia a tetraciclina en una muestra del 
16,2% de estos aislados, elegida de manera aleatoria simple proporcional a cada 
fase del ensayo experimental, lo que supuso seleccionar 70 aislados distribuidos de 
la siguiente manera: 18 de los procedentes de los animales del grupo control y 52 
de los provenientes de los animales tratados distribuidos en las tres fases del 
ensayo. 
Es importante señalar que este es el primer estudio sobre caracterización de 
genes de resistencia a tetraciclinas en cepas de E. coli aisladas de conejos. Los 
genes que codifican resistencia a tetraciclinas incluidos en este estudio fueron 
tet(A), tet(B), tet(C) y tet(M). Los tres primeros están relacionados con la aparición 
de bombas de flujo, y tet(A) y tet(B) son los que con mayor frecuencia se han 
asociado con resistencia frente a tetraciclinas (Roberts, 1996; Guerra y col., 2003; 
Bryan y col., 2004; Fairchild y col., 2005; Diarrassouba y col., 2007). El gen tet(M) 
está relacionado con la protección de la diana ribosómica (Canton y col., 1999) y es 
de todos los genes tet de protección ribosomal conocidos el que presenta una 
mayor distribución, probablemente debido a su asociación con transposones de alta 
tasa de conjugación como Tn916 en Streptococcus spp. y Tn1545 en Enterococcus 
spp. (Clewell y col., 1995). Estos elementos han sido identificados en más de 
cincuenta géneros bacterianos diferentes, tanto gramnegativos como 
% de 
resistencia 
Momento de la toma de la muestra 




grampositivos, y han jugado un papel principal en la diseminación de determinantes 
de resistencia de antimicrobianos entre y a través de géneros (Chopra y Roberts, 
2001; Clewell y col., 1995). 
 
4.2.2.1. Detección de genes que codifican resistencia a tetraciclinas en los 
aislados procedentes de los animales del grupo control 
En la tabla 4.3 se muestra la frecuencia de detección de los genes tet-R en los 
aislados del grupo control según el momento de la toma de la muestra. Los genes 
tet(A) y tet(B) se hallaron respectivamente en 7 (38,9%) y 9 (50,0%) de los 18 
aislados analizados, mientras que los genes tet(M) y tet(C) no se detectaron en 
ninguno de los aislados de este grupo.(Costa y col. (2008) tampoco detectaron el 
gen tet(C) en un estudio llevado a cabo en 144 aislados de E. coli recuperados de 
75 muestras fecales de perros y gatos sanos que no habían recibido tratamiento 
con antimicrobianos cuatro meses previos a la recogida de las muestras. Solo dos 
aislados de la fase PT fueron negativos a los cuatro genes estudiados (un 22,2% del 
total). 
 
Tabla 4.3. Detección de los genes tet(A) y tet(B) en los aislados procedentes de los 
animales del grupo control resistentes a tetraciclinas seleccionados  
Genes de 
resistencia*,** 




























tet(B) 1 33,3 2 33,3 6 66,7 9 50,0  
 
* Dos aislados en PT resultaron negativos a tet(A) y tet(B)                                                               
** Todos los aislados fueron negativos a tet(C) y tet(M) 
 
 
4.2.2.2. Detección de genes que codifican resistencia a tetraciclinas en los 
aislados procedentes de los animales tratados 
Del total de los aislados seleccionadas procedentes de los animales tratados 
(n=52), el 100% fueron positivos al menos a uno de los genes analizados (tabla 




4.4). Resultados similares han sido citados por Bryan y col. (2004), quienes 
detectaron que el 97% del total de las cepas de E. coli de personas y animales 
analizadas tenían al menos uno de los genes de resistencia a tetraciclinas incluidos 
en su estudio. En la presente investigación, el gen de resistencia predominante en 
los aislados resistentes a tetraciclinas fue tet(A) (50,0%) seguido del gen tet(B) 
(48,1%) (tabla 4.4).  
 
Tabla 4.4. Detección de los genes tet(A) y tet(B) en los aislados procedentes de los 
animales tratados resistentes a tetraciclinas seleccionados  
Genes de 
resistencia* 




























tet(B) 1 11,1 2 11,1 22 88,0 25 48,1 
tet(A) + tet(B) 0 00,0 0 00,0 1 4,0 1 1,9 
 
* Todos los aislados fueron negativos a tet(C) y tet(M) 
 
Estos resultados coinciden con los referidos por Roberts (1996) quien señala que 
tet(A) y tet(B) son los determinantes de resistencia a tetraciclinas más 
ampliamente distribuidos en la familia Enterobacteriaceae. Asimismo, (Marti y col. 
(2006) señalan que los genes  tet(A) y tet(B) están ampliamente diseminados entre 
las bacterias gramnegativas y se encuentran normalmente localizados en 
transposones que a su vez están insertados dentro de plásmidos, lo que les 
proporciona movilidad y les facilita la diseminación entre diferentes tipos de 
bacterias. (Guerra y col. (2003) encontraron en un estudio realizado con cepas de 
E. coli resistentes a tetraciclinas procedentes de bovinos una frecuencia de 
detección de tet(A) muy similar a la de tet(B), siendo estos hallazgos similares a los 
datos de nuestra investigación.(Lanz y col. (2003) hallaron que tet(A) era 
significativamente más frecuente que tet(B) en aislados de E. coli de porcinos 
resistentes a tetraciclina. De manera similar refieren(Sengelov y col. (2003), 
quienes detectaron un 71% de cepas de E. coli de cerdos, bovinos y aves 
portadoras del gen tet(A) y un 25% portadoras del tet(B). En contraste con los 
resultados del presente estudio, otros investigadores han encontrado 
mayoritariamente el gen tet(B) (63%) en aislados de E. coli de origen humano y 




animal resistentes a tetraciclinas (Bryan y col., 2004; Gow y col., 2008). Costa y 
col. (2008) detectaron los genes tet(A) y/o tet(B) en todas las cepas estudiadas de 
E. coli resistentes a tetraciclinas y procedentes de perros y gatos por lo que 
consideran que el principal mecanismo de resistencia a este antimicrobiano en los 
aislados de estas especies es una bomba de flujo. 
Los genes tet(C) y tet(M) no se detectaron en los aislados de E. coli provenientes 
de conejos. En un estudio realizado por (Diarrassouba y col. (2007) tampoco se 
encontró el gen tet(C) en cepas de E. coli procedentes de pollos sanos en las que sí 
se detectaron los genes tet(A) (16,2%) y tet(B) (32,4%). Asimismo, nuestro grupo 
en un estudio llevado a cabo con cepas de E. coli  productoras de la lesión de 
adhesión y borrado (AEEC) aisladas de rumiantes tampoco encontró los genes 
tet(C) y tet(M) (Medina y col., 2011). En otro trabajo realizado con 70 cepas de    
E. coli no patógenas provenientes de productos de origen animal y de muestras 
fecales de personas y animales sanos no se detectó el gen tet(C) (Saenz y col., 
2004).  
Bryan y col. (2004) documentan por primera vez la presencia del gen tet(M) en 
un aislado de E. coli de cerdo. Tal y como sugieren(DeFlaun y  Levy. (1989), la 
presencia de tet(M) en E. coli es debido probablemente a una transferencia 
genética desde Enterococcus, un común portador de tet(M).(Poyart y col. (1995) 
apoyan lo antes mencionado ante la evidencia de la transferencia in vitro de Tn916 
de Enterococcus faecalis a  E. coli. 
A pesar de que los resultados de este estudio no son fácilmente comparables con 
los hallazgos publicados en otros trabajos por diferir en el diseño experimental, a 
manera de referencia se ha querido resaltar otros datos mencionados en 
investigaciones previas en ciertas especies animales que señalan porcentajes de 
detección que van desde un 21,4% hasta un 66% para tet(A) en aislados de E. coli 
provenientes de pollos sanos (Guerra y col., 2003; Bryan y col., 2004; Fairchild y 
col., 2005; Diarrassouba y col., 2007; Smith y col., 2007) y para tet(B) porcentajes 
de detección que van desde un 30% hasta un 63% (Guerra y col., 2003; Bryan y 
col., 2004; Fairchild y col., 2005; Diarrassouba y col., 2007; Smith y col., 2007). 
Sengelov y col. (2003) encontraron un 56,7% de positividad para tet(A) y un 
40,3% para tet(B) en cepas de E. coli aisladas de pollos enfermos y Stine y col. 
(2007) refirieron a su vez un 21% de positividad para tet(B) en aislados 
procedentes de cerdos sanos.  
En nuestro estudio se detectó un alto porcentaje de positividad (88,9%) para 
tet(A) en los aislados de la fase AT así como en los de los controles, aunque en 




estos el valor fue más bajo (66,7%). En cambio, el gen tet(B) se encontró en un 
solo aislado tanto en los animales tratados (11,1%) como en los controles (33,3%) 
(tablas 4.3 y 4.4). En este sentido, Blake y col. (2003) señalan que la presencia 
mayoritaria de uno u otro gen de resistencia a tetraciclinas podría estar relacionada 
con la exposición previa de los animales a antimicrobianos.  
En la fase de fin de tratamiento se mantuvieron los mismos porcentajes 
detectados para ambos genes en AT, mientras que en PT hubo un significativo 
descenso porcentual de aislados portadores de tet(A) y un marcado aumento del 
gen tet(B), fenómeno inverso al ocurrido en los animales del grupo control (tablas 
4.3 y 4.4), lo que permite pensar que la administración oral de doxiciclina pareciera 
tener un efecto sobre la distribución de los genes de resistencia a tetraciclina en las 
poblaciones intestinales de E. coli. Aunque no puede descartarse, parece menos 
probable que este fenómeno se deba a los posibles cambios poblacionales de la 
bacteria relacionados con la edad de los animales (Smith y col., 2007).  
Smith y col. (2007) determinaron una significativa disminución en el porcentaje 
de aislados comensales de E. coli de pollos portadores del gen tet(B) después de la 
administración oral de tetraciclina, acompañado de un incremento en el porcentaje 
de aislados portadores de tet(A). Los mismos autores señalan que el uso en el 
pasado de tetraciclinas en las granjas pudo haber influido en la persistencia de un 
determinante particular de resistencia a tetraciclinas en el ambiente. 
Un solo aislado de la fase PT (4,0%) presentó el gen tet(A) asociado con el gen 
tet(B), lo que sugiere una asociación negativa entre estos genes. Los resultados de 
un estudio de nuestro grupo realizado con cepas de E. coli de rumiantes apoyan, 
asimismo, la idea de dicha asociación negativa (Medina y col., 2011), asociación 
que también ha sido observada previamente por otros investigadores que 
consideran que probablemente sea el resultado de incompatibilidades entre 
plásmidos (Méndez y col., 1980; Boerlin y col., 2005). Por otro lado, Lanz y col. 
(2003) y Sengelov y col. (2003) mencionan que la asociación de los genes tet(A) y 
tet(B) no parece ser demasiado frecuente en aislados de E. coli de diferentes 
especies animales. 
 Por último queremos indicar que la presencia de los genes tet(A) y tet(B) tanto 
en los aislados de E. coli de los animales control como de los tratados sugiere que 
la microbiota bacteriana habitual de los conejos puede desempeñar un papel 
importante como reservorio de genes de resistencia a este antimicrobiano, tal y 
como se ha planteado en investigaciones previas (Roberts, 1997; Schwarz y col., 
1998; Chung y col., 1999).  




4.3. SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA Y GENES QUE CODIFICAN 
RESISTENCIA A BETALACTÁMICOS  
 
4.3.1. Estudio de la sensibilidad antimicrobiana a betalactámicos de los 
aislados de E. coli procedentes de los animales del grupo control y de los 
animales tratados según el momento de la toma de la muestra y la pauta 
de tratamiento con doxiciclina 
En el presente estudio se encontró que de los 348 aislados de E. coli de los 
conejos tratados y analizados, 65 (18,7%) fueron resistentes a amoxicilina 
(penicilina semisintética), porcentaje superior al encontrado en los animales del 
grupo control (9,2%, 12 de 130). Posiblemente los relativamente bajos porcentajes 
de resistencia a amoxicilina en los aislados de este estudio obedezca a la 
contraindicación de este antimicrobiano en conejos.  
Los aislados de la fase previa al tratamiento de los cuatro grupos experimentales 
pueden considerarse homogéneos con respecto a los porcentajes de resistencia a 
amoxicilina, y ello a pesar de que se encontraron diferencias significativas entre el 
porcentaje de aislados resistentes de los animales tratados con dosis baja de 
doxiciclina con los otros grupos (tabla 4.5). En FT solo se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas entre los porcentajes de resistencia a doxiciclina en 
el grupo control y los aislados de los animales tratados con la dosis baja. En la fase 
de PT no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los 
porcentajes de resistencia de los aislados procedentes de los cuatro grupos 
experimentales (tabla 4.5). 
En los animales del grupo control solo pudieron detectarse aislados resistentes a 
amoxicilina cuatro semanas posterior al tratamiento, mientras que  en los animales 
tratados con la dosis baja se partió de un bajo porcentaje de resistencia a 
amoxicilina en AT incrementándose de manera significativa en FT y en PT. Con la 
dosis media se partió igualmente de una baja resistencia que se mantuvo en FT y 
aumentó significativamente en PT. Un comportamiento similar al del grupo control 
se observó con la dosis alta detectándose resistencias solamente en PT. La ausencia 
inicial (AT) de resistencias a amoxicilina en los animales control y en los tratados 
con dosis alta puede obedecer a la presencia en la microbiota intestinal de un muy 
bajo número de aislados resistentes y por ende no detectados en esta fase pero si 
hallados en PT (tabla 4.5). 
En resumen, se evidenció una tendencia similar en la evolución de las 
resistencias frente a betalactámicos tanto en los aislados de los animales del grupo 




control como en los de los animales tratados con dosis media y alta, observándose 
un aumento en los porcentajes de resistencia en la fase PT que no estaba asociado 
a la pauta terapéutica. En consecuencia, este aumento en los porcentajes de 
resistencia en la fase PT no estaría relacionado con el tratamiento de los animales 
con doxiciclina y podría deberse a los cambios poblacionales en la microbiota 
intestinal de E. coli con la edad de los animales. 
 
Tabla 4.5. Resultados de la sensibilidad a amoxicilina de los aislados de E. coli procedentes 
de los animales del grupo control y de los animales tratados según la pauta de tratamiento y 





























Pauta de tratamiento con doxiciclina 
0 mg/L  
(Control) 
 
50 mg/L  
durante 12 
días 
100 mg/L  
durante 6  
días 
200 mg/L  
durante 3  
días 




























Intermedia 0 00,0 0 00,0 0 00,0 0 00,0 
Sensible 40 100,0 27 87,1 46 92,0 35 100,0 
 
FT 
Resistente  0 00,0a 15 50,0b,1 4 8,0a 0 00,0a 
Intermedia 0 00,0 0 00,0 0 00,0 0 00,0 
Sensible 40 100,0 15 50,0 46 92,0 32 100,0 
 
PT 
Resistente   12 24,0 a,1,2 13 43,3a,1 14 28,0a,1,2 11  27,5 a,1,2 
Intermedia 0 00,0 0 00,0 0 00,0 0 00,0 
Sensible 38 76,0 17 56,7 36 72,0 29 72,5 
 
Valores con la misma letra por fila no difieren significativamente por pauta de tratamiento mientras    
que letras distintas indican diferencia estadísticamente significativa.                                                             
Valores señalados con el número 1 por columna difieren significativamente de AT y valores con el 
número 2 implica que existe diferencia estadísticamente significativa entre FT y PT según pauta de 
tratamiento. Los datos obtenidos fueron analizados por la prueba Ji-cuadrado con el test exacto de 
Fischer, utilizando un criterio de significación de P<0,05.                             
 
4.3.2. Detección de genes que codifican resistencia a betalactámicos en 
aislados de E. coli de conejos  
     La detección de genes que codifican resistencia a betalactámicos se realizó en el 
total de los 77 aislados resistentes a amoxicilina detectados en el estudio. Estos 
aislados procedían 12 de los animales del grupo control y los 65 restantes de los 
animales tratados con las tres pautas terapéuticas.  




Los genes estudiados que codifican resistencia para esta familia de 
antimicrobianos y que forman parte del grupo de las llamadas β-lactamasas de 
espectro extendido (BLEEs) fueron blaTEM, blaSHV, blaCTX-M-9 (pertenecientes a la 
familia CTX-M-9), BLEEs mayormente detectadas en enterobacterias (Monstein y 
col., 2007), y blaOXA-1.  
 
4.3.2.1. Detección de genes que codifican resistencia a betalactámicos en 
los aislados procedentes de los animales del grupo control 
En este grupo se detectó únicamente el gen blaTEM en un bajo porcentaje a las 
cuatro semanas post tratamiento. Cabe destacar que en este grupo un 83,3% del 
total de aislados resultó negativo a todos los genes que confieren resistencia a 
betalactámicos estudiados (tabla 4.6).  
 
Tabla 4.6. Detección del gen blaTEM en los aislados procedentes de los animales del grupo 
control resistentes a betalactámicos seleccionados  
Genes de 
resistencia*,** 




































* Todos los aislados fueron negativos a blaSHV, blaCTX-M-9 y blaOXA-1                                                     
**
 10 aislaron resultaron negativos a todos los genes estudiados 
 
4.3.2.2. Detección de genes que codifican resistencia a betalactámicos en 
los aislados procedentes de los animales tratados 
Un mayor porcentaje general de aislados de E. coli portadores del gen blaTEM se 
detectó en los aislados de los animales tratados (89,2%), apoyando el hecho de 
que blaTEM es la betalactamasa comúnmente encontrada en bacterias 
gramnegativas (Bradford, 2001). Como puede observarse en la tabla 4.7, en la fase 
previa a la administración del tratamiento se detectó el gen blaTEM en el 100,0% de 
los aislados estudiados en esta fase y, a diferencia del grupo control, se detectó un 
89,4% de aislados portadores de este gen al final del tratamiento, disminuyendo 
ligeramente hasta un 86,0% en PT. 
 




Tabla 4.7. Detección de los genes blaTEM y blaCTX-M-9 en los aislados procedentes de los 
animales tratados resistentes a betalactámicos seleccionados  
Genes de 
resistencia*,** 














































* Todos los aislados fueron negativos a blaSHV y blaOXA-1                                                                             
**
 4 aislaron resultaron negativos a todos los genes estudiados 
 
El gen blaCTX-M-9 se encontró asociado a blaTEM en tres aislados de la fase de PT 
(7,9%), corroborando el hecho de que las enzimas CTX-M en cepas aisladas de 
estos animales también se encuentran asociadas con otras betalactamasas, 
particularmente TEM o derivados, lo que es consistente con lo encontrado en 
aislados de personas (Bonnet, 2004). Estos aislados resistentes a amoxicilina y a 
otros antimicrobianos no betalactámicos como estreptomicina, doxiciclina y 
eritromicina, según los resultados del estudio de sensibilidad antimicrobiana, 
estaban asociados a un integrón de clase 1, en cuya región variable se detectó 
solamente el gen de resistencia a estreptomicina aadA2 (resultados detallados en el 
apartado de resistencia mediada por integrones). En este sentido, es conocido que 
el integrón In60 (número de acceso del GenBank AF174129) contiene el gen   
blaCTX-M-9 con los genes aadA2 y dfrA16 (Sabate y  Prats, 2002), aunque este último 
no fue detectado dentro de la región variable del integrón de nuestros aislados. 
Asimismo, nuestros aislados fueron portadores del gen tet(B) que codifica 
resistencia a tetraciclinas y de los genes qacE1 + sul1 (resistencia a compuestos 
de amonio cuaternario y sulfamidas).  Estos hallazgos concuerdan con el hecho de 
que los genes que codifican BLEEs a menudo coexisten con otros determinantes de 
resistencia y que pueden también estar asociados con transposones/integrones, 
incrementando el potencial de multirresistencia bacteriana, así como la difusión de 
estos determinantes de resistencia entre especies bacterianas (Li y col., 2007). Li y 
col. (2007) también sostienen que la coexistencia de genes de resistencia a 
antimicrobianos en asociación con integrones puede incrementar la selección y 
diseminación de bacterias multirresistentes.  




Es importante resaltar que los tres aislados comensales de E. coli portadores de 
blaCTX-M-9 en este estudio pertenecían al grupo filogenético D, a pesar de que los 
aislados de origen comunitario, de animales, personas sanas y medio ambiente 
portadores de este gen pertenecen mayoritariamente a los grupos filogenéticos A y 
B1 (Johnson y col., 2006), lo que indica que posiblemente se trate de aislados 
patógenos extraintestinales presentes en el medio ambiente (Picard y col., 1999; 
Johnson y  Stell, 2000). En estudios realizados por Weill y col. (2004) y Politi y col. 
(2005) se detectó el gen blaCTX-M-9 en aislados comensales de Salmonella de aves de 
granja yde origen humano. 
(Blanc y col. (2006) citan que en granjas de cría intensiva de conejos la familia 
CTX-M-9 fue la más frecuente entre los aislados de E. coli portadores de enzimas 
BLEEs, siendo detectada en tres de un total de cuatro aislados, de los cuales solo 
uno fue portador específicamente del gen blaCTX-M-9. Por otro lado, estos autores 
encontraron que casi todos sus aislados de E. coli portadores de blaCTX-M-9 fueron 
resistentes a estreptomicina, trimetoprim y sulfametoxazol, lo cual debe estar 
relacionado con la selección de integrones de clase 1 que además del gen blaCTX-M-9 
codifican los genes sul1, dfrA16 y aadA2 responsables de estas resistencias. 
Navarro y col. (2007) encontraron en personas un 6,3% de aislados clínicos de     
E. coli productores de blaCTX-M-9. 
En virtud del alto porcentaje de aislados portadores del gen blaTEM tanto en los 
animales control como en los tratados, así como el bajo porcentaje de blaCTX-M-9 
detectado en nuestro estudio,  podría decirse que los aislados comensales de E. coli 
de la microbiota intestinal de los conejos son un reservorio de BLEEs, como también 
han planteado Blanc y col., (2006), quienes hallaron altos porcentajes de aislados 
comensales de E. coli provenientes de granjas de aves, cerdos y conejos portadores 
de BLEEs, concluyendo que estos animales pueden ser reservorios de estos genes 
cuya transferencia a bacterias patógenas no debería descartarse. El tratamiento de 
estos animales con antimicrobianos betalactámicos parece ser la base de la 
selección de estas resistencias antimicrobianas. 
Un 6,1% del total de aislados estudiados de los animales tratados no portaban 
ninguno de los genes analizados. El hecho de que el gen blaOXA-1 se detecte 
fundamentalmente en Pseudomona aeruginosa y de manera ocasional en algunos 
géneros de enterobacterias de interés clínico  (Bradford, 2001) podría explicar la 
ausencia de este gen en los aislados de E. coli de conejos estudiados en este 
trabajo. No así para el caso de blaSHV que junto con blaTEM son las BLEEs 
mayormente encontradas en E. coli (Bradford, 2001). 




A manera de referencia, en un estudio realizado en aislados de E. coli no 
patógenos obtenidos de productos alimenticios de origen animal y muestras fecales 
de personas y animales sanos, se detectó el gen blaTEM en los 17 aislados 
estudiados, mientras que no se encontraron blaOXA-1 y blaSHV (Saenz y col., 2004). 
Poeta y col. (2009) detectaron la presencia del gen blaTEM en un 19,2% de aislados 
E. coli enteropatogénicos recuperados de muestras fecales de conejos diarreicos y 
resistentes a ampicilina.(Costa y col. (2008) citan en un estudio realizado en 
aislados de E. coli resistentes a ampicilina provenientes de animales domésticos 
sanos la detección del gen blaTEM en un 71,0%, siendo el mecanismo de resistencia 
más frecuente en estos aislados. Este hallazgo también había sido mencionado por 
Briñas y col. (2002) en E. coli resistentes a ampicilina procedentes de productos 
alimenticios y muestras fecales de personas y animales sanos. En un estudio 
realizado por nuestro grupo de investigación en cepas de E. coli resistentes a 
ampicilina provenientes de rumiantes también encontramos que el gen blaTEM era el 
mecanismo de resistencia predominante (Medina y col., 2011). 
(Mesa y col. (2006) determinaron una prevalencia del 20% en cepas de E. coli 
productoras de BLEEs aisladas a partir de las muestras de suelo de material fecal 
de granjas de conejos y, asimismo, consiguieron prevalencias del 80% y 100% en 
cepas de E. coli de granjas de cerdos y aves respectivamente, mostrando que los 
aislados de E. coli productores de BLEEs estuvieron mayormente presentes en estas 
granjas en comparación con las de conejos en las cuales se destacó una baja 
prevalencia. 
 
4.4. SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA Y GENES QUE CODIFICAN 
RESISTENCIA A AMINOGLUCÓSIDOS  
 
4.4.1. Estudio de la sensibilidad antimicrobiana a aminoglucósidos de los 
aislados de E. coli procedentes de los animales del grupo control y de los 
animales tratados según el momento de la toma de la muestra y la pauta 
de tratamiento con doxiciclina 
De los 348 aislados de E. coli de los conejos tratados, 11 (3,2%) fueron 
resistentes a gentamicina, mientras que en los de los animales del grupo control 
fueron 3 (2,3%) los aislados resistentes a este antimicrobiano. A manera de 
referencia, (Asai y col. (2005) encontraron porcentajes de resistencia a gentamicina 
en aislados de E. coli de cerdos y pollos de engorde del 3,7 y 6,3% 
respectivamente, mientras que en aislados de bovinos y gallinas ponedoras no se 




detectaron resistencias a este antimicrobiano. Por otro lado, Lim y col. (2007) 
detectaron un 2,1% y un 10,2% de resistencia a gentamicina en aislados de E. coli 
de muestras fecales de bovinos y cerdos;(Enne y col. (2008) descubrieron 
porcentajes de resistencia del 1,0 y 0,1 en aislados comensales de E. coli de cerdos 
y bovinos respectivamente. 
En este estudio se detectó en la fase previa a la administración del tratamiento 
un bajo porcentaje de aislados resistentes a gentamicina. En la fase de FT no se 
observaron aislados resistentes mientras que en PT se detectaron aislados 
resistentes a gentamicina tanto en los conejos del grupo control como en los 
animales que recibieron la dosis alta, observándose una diferencia estadísticamente 
significativa entre ambos valores (tabla 4.8).  
En los animales del grupo control solo pudieron detectarse aislados resistentes a 
gentamicina en PT, mientras que en los animales tratados con la dosis baja solo se 
detectaron en un bajo porcentaje en AT. Con la dosis media todos los aislados de  
E. coli fueren sensibles al antimicrobiano estudiado y en el grupo tratado con la 
dosis alta las resistencias se encontraron solamente en PT (tabla 4.8). 
De acuerdo con lo observado en este estudio, podría decirse que el aumento en 
el porcentaje de resistencias visto en los aislados de la fase PT de los animales 
tratados con dosis alta, algo que no se aprecia en el caso de los tratados con dosis 
baja y media, no parece estar asociado al tratamiento, pues también en el grupo 
control se encontró un aumento aunque menor en el porcentaje de resistencias en 













Tabla 4.8. Resultados de la sensibilidad a gentamicina de los aislados de E. coli procedentes 
de los animales del grupo control y de los animales tratados según la pauta de tratamiento y 








































durante 6  
días 
200 mg/L 
durante 3  
días 




















Intermedia 0 00,0 0 00,0 0 00,0 0 00,0 
Sensible 40 100,0 30 96,8 50 100,0 35 100,0 
 
FT  
Resistente 0 00,0 0 00,0 0 00,0 0 00,0 
Intermedia 0 00,0 0 00,0 0 00,0 0 00,0 
Sensible 40 100,0 30 100,0 50 100,0 32 100,0 
 
PT  
Resistente 3 6,0a 0 00,0a 0 00,0a 10 25,0b,1,2 
Intermedia 4 8,0 0 00,0 0 00,0 1 2,5 
Sensible 43 86,0 30 100,0 50 100,0 29 72,5 
 
Valores con la misma letra por fila no difieren significativamente por pauta de tratamiento mientras    
que letras distintas indican diferencia estadísticamente significativa.                                                             
Valores señalados con el número 1 por columna difieren significativamente de AT y valores con el 
número 2 implica que existe diferencia estadísticamente significativa entre FT y PT según pauta de 
tratamiento. Los datos obtenidos fueron analizados por la prueba Ji-cuadrado con el test exacto de 
Fischer, utilizando un criterio de significación de P<0,05.                             
             
 
4.4.2. Detección de genes que codifican resistencia a aminoglucósidos en 
aislados de E. coli de conejos  
En virtud de los escasos aislados resistentes a gentamicina detectados en la 
presente investigación, se decidió estudiar también la totalidad de aislados con 
sensibilidad intermedia, con lo cual se analizó un total de 19 aislados (14 
resistentes y 5 intermedios).  
Los genes de resistencia a los aminoglucósidos estudiados fueron aac(3)-IIa, 
aac(3)-IVa y ant(2”)-Ia que codifican una aminoglucósido N-acetiltransferasa tipo 
II, una aminoglucósido N-acetiltransferasa tipo IV y una aminoglucósido O-
adeniltransferasa respectivamente.  
 




4.4.2.1. Detección de genes que codifican resistencia a aminoglucósidos en 
los aislados procedentes de los animales del grupo control 
No se detectó ninguno de los genes estudiados en los cinco aislados que 
conformaron este grupo y que pertenecían a la fase de post tratamiento.  
 
4.4.2.2. Detección de genes que codifican resistencia a aminoglucósidos en 
los aislados procedentes de los animales tratados 
En los animales tratados con doxiciclina se detectó únicamente un aislado de     
E. coli portador del gen aac(3)-II y otro positivo a aac(3)-IV, y ambos aislados eran 
resistentes a gentamicina, portadores de un integrón de clase 1 y pertenecían a la 
fase PT (tabla 4.9).  
Es interesante señalar que los aislados de E. coli recuperados de conejos sanos 
en este estudio mostraron bajos porcentajes de genes de resistencia a 
aminoglucósidos, e inclusive fueron más bajos que los publicados anteriormente 
para E. coli procedentes de animales enfermos y en animales productores de 
alimentos (Normand y col., 2000; Sáenz y col., 2001; Lanz y col., 2003; Carattoli y 
col., 2005). Poeta y col. (2009) detectaron la presencia de los genes aac(3)-II y 
aac(3)-IV en un 3,8% de aislados de E. coli enteropatógenos resistentes a 
gentamicina, recuperados de conejos diarreicos. En un trabajo publicado por Sáenz 
y col. (2001) se detectó el gen aac(3)-II en uno de los cuatro aislados de E. coli 
estudiados en pollos y aac(3)-IV en tres aislados de E. coli de personas resistentes 
a gentamicina. Medina y col. (2011) encontraron un 80% de aislados de E. coli de 
rumiantes portadores del gen aac(3)-IIa. 
Resulta interesante que en este estudio a pesar de no haberse detectado 
aislados de E. coli portadores del gen ant(2”)-Ia (aadB) por PCR, siendo como es el 
gen de resistencia a aminoglucósidos por un mecanismo de adenilación más 
comúnmente encontrado en bacterias gramnegativas (Shaw y col., 1993), sí pudo 
encontrarse por secuenciación dentro de la región variable de un integrón de clase 









Tabla 4.9. Detección de los genes aac(3)-IIa y aac(3)-IVa en los aislados procedentes de los 
animales tratados resistentes a aminoglucósidos seleccionados 
Genes de 
resistencia*,** 















































 12 aislados resultaron negativos a aac(3)-IIa y aac(3)-IVa                                                    
** Todos los aislados fueron negativos a ant(2”)-Ia 
 
4.5. SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA Y GENES QUE CODIFICAN 
RESISTENCIA A MACRÓLIDOS  
 
4.5.1. Estudio de la sensibilidad antimicrobiana a macrólidos de los 
aislados de E. coli procedentes de los animales del grupo control y de los 
animales tratados según el momento de la toma de la muestra y la pauta 
de tratamiento con doxiciclina 
En el presente estudio se detectaron muy altos porcentajes de resistencia a 
eritromicina en la fase previa a la administración del tratamiento en los cuatro 
grupos experimentales, siendo estos valores homogéneos entre sí y sin diferencias 
estadísticamente significativas. Y otro tanto ocurrió en las fases FT y PT. Tanto en 
los aislados de los animales control como en los de los tratados con diferentes dosis 
de doxiciclina se partió de resistencias elevadas que aumentaron en FT y PT pero 
sin diferencias estadísticamente significativas (tabla 4.10 y figura 4.2).  
Los elevados porcentajes de aislados resistentes detectados en este estudio eran 
esperados debido al mecanismo de resistencia intrínseco de las bacterias 
gramnegativas como E. coli por impermeabilidad de la pared bacteriana al paso de 

















Tabla 4.10. Resultados de la sensibilidad a eritromicina de los aislados de E. coli 
procedentes de los animales del grupo control y de los animales tratados según la pauta de 






































durante 6  
días 
200 mg/L 
durante 3  
días 




















Intermedia 3 7,5 5 16,1 3 6,0 5 14,3 
Sensible 0 00,0 0 00,0 0 00,0 0 00,0 
 
FT  
Resistente 37 92,5a 30 100,0a 49 98,0a 23 71,9b 
Intermedia 3 7,5 0 00,0 1 2,0 9 28,1 
Sensible 0 00,0 0 00,0 0 00,0 0 00,0 
 
PT  
Resistente 49 98,0a 27 90,0a 46 92,0a 36 90,0a 
Intermedia 1 2,0 3 10,0 4 8,0 4 10,0 
Sensible 0 0,0 0 00,0 0 00,0 0 00,0 
 
Valores con la misma letra por fila no difieren significativamente por pauta de tratamiento, mientras que 
letras distintas indican diferencia estadísticamente significativa.                                                                   
Los datos obtenidos fueron analizados por la prueba Ji-cuadrado con el test exacto de Fischer, utilizando 
un criterio de significación de P<0,05.                          









Figura 4.2. Evolución de los porcentajes de resistencia a eritromicina según el momento 
de la toma de la muestra y la pauta de tratamiento 
 
 
% de    
resistencia 
Momento de la toma de la muestra 




4.6. SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA Y MECANISMOS DE RESISTENCIA A 
FLUOROQUINOLONAS 
4.6.1. Estudio de la sensibilidad antimicrobiana a fluoroquinolonas de los 
aislados de E. coli procedentes de los animales del grupo control y de los 
animales tratados según el momento de la toma de la muestra y la pauta 
de tratamiento con doxiciclina 
En el presente estudio del total de aislados del grupo control un 7,7% (10/130) 
fueron resistentes a enrofloxacina y solo uno mostró sensibilidad intermedia. En los 
animales tratados el porcentaje de aislados de E. coli resistentes fue menor (2,9%, 
10/348) y otros 10 aislados mostraron sensibilidad intermedia (2,9%).(Lim y col. 
(2007) en un estudio realizado con aislados de E. coli de muestras fecales de 
bovinos y cerdos detectaron un 0,6% y 8,0% de resistencia a enrofloxacina.  
En este estudio no se detectaron resistencias a enrofloxacina en las fases AT y 
FT en los cuatro grupos. Cuatro semanas posteriores a la administración del 
tratamiento se detectó un 20,0% de resistencias en los aislados el grupo control y 
un 25,0% en los de los animales que recibieron la dosis alta, sin diferencia 
estadísticamente significativa entre ambos valores (tabla 4.11).  
 
Tabla 4.11. Resultados de la sensibilidad a enrofloxacina de los aislados de E. coli 
procedentes de los animales del grupo control y de los animales tratados según la pauta de 






































durante 6  
días 
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días 




















Intermedia 0 00,0 0 00,0 1 2,0 1 2,9 
Sensible 40 100,0 31 100,0 49 98,0 34 97,1 
 
FT  
Resistente 0 00,0a 0 00,0a 0 00,0a 0 00,0a 
Intermedia 1 2,5 0 00,0 0 00,0 1 3,1 
Sensible 39 97,5 30 100,0 50 100,0 31 96,9 
 
PT  
Resistente 10 20,0a,1,2 0 00,0b 0 00,0b 10 25,0 a,1,2 
Intermedia 0 00,0 0 00,0 6 12,0 1 2,5 
Sensible 40 80,0 30 100,0 44 88,0 29 72,5 
 
Valores con la misma letra por fila no difieren significativamente por pauta de tratamiento mientras    
que letras distintas indican diferencia estadísticamente significativa.                                                             
Valores señalados con el número 1 por columna difieren significativamente de AT y valores con el 
número 2 implica que existe diferencia estadísticamente significativa entre FT y PT según pauta de 
tratamiento. Los datos obtenidos fueron analizados por la prueba Ji-cuadrado con el test exacto de 
Fischer, utilizando un criterio de significación de P<0,05.                             




4.6.2. Caracterización de mecanismos de resistencia a fluoroquinolonas en 
aislados de E. coli de conejos  
Es importante señalar que este es el primer estudio sobre caracterización de 
mecanismos de resistencia a fluoroquinolonas en aislados de E. coli procedentes de 
conejos. 
Con el fin de estudiar la resistencia a fluoroquinolonas se analizaron 31 aislados, 
los 20 resistentes al mencionado antimicrobiano y los 11 de sensibilidad intermedia.  
Se estudiaron las mutaciones de la QRDR de los genes gyrA y parC, así como 
los genes que codifican resistencia a fluoroquinolonas mediada por plásmidos. 
 
4.6.2.1. Detección de sustituciones aminoacídicas en aislados de E. coli de 
los animales del grupo control 
En 8 de los 10 aislados (80,0%) se observó una doble mutación en gyrA (ADN-
girasa) en los codones 83 (Ser83-Leu) y 87 (Asp87-Asn) y una sola mutación en 
parC, específicamente en el codón 80 (Ser80-Ile) (tabla 4.12 y figuras 4.3 y 4.4).  
 
Tabla 4.12. Detección de sustituciones aminoacídicas de la QRDR de los genes gyrA y parC 
de los aislados resistentes procedentes de los animales del grupo control según el momento 
de la toma de la muestra 
Sustituciones aminoacídicas 
 












Nº Nº Nº % 
 













Ser83 por Leu + Asp87 por Asn Ser80 por Ile 0 0 8  80,0  
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Figura 4.3. Comparación de la secuencia de aminoácidos de la proteína gyrA de la cepa de    
E. coli 3321, correspondiente al animal Nº 3 del grupo control y aislada en la fase PT, y la 
cepa de referencia NP_416734.1. Las sustituciones aminoacídicas aparecen en las posiciones 




Figura 4.4. Comparación de la secuencia de aminoácidos de la proteína parC de la cepa de    
E. coli 3316, correspondiente al animal Nº 3 del grupo control y aislada en la fase PT, y la 
cepa de referencia NP_755631.1. La sustitución aminoacídica aparece en la posición 80 
(Ser80 por Ile) 
 
Varios estudios señalan que la sustitución nucleotídica en el codón 83 en el gen  
gyrA es la mutación comúnmente encontrada en aislados de E. coli en medicina 
humana y veterinaria (Vila y col., 1994; Everett y col., 1996; Heisig, 1996; Weigel 
y col., 1998; Vila y col., 2001; Dominguez y col., 2002; Komp Lindgren y col., 
2003; Ruiz, 2003). Una mutación adicional más comúnmente encontrada en el 
codón Asp87 está asociada a aislados con una resistencia ligeramente superior a 
fluoroquinolonas (Vila y col., 1994; Lehn y col., 1996; Ozeki y col., 1997; Weigel y 
col., 1998; Sáenz y col., 2003). (Lee y col. (2005) encontraron un 60,2 % de 
aislados de E. coli de muestras fecales de pollos con mutaciones en los codones 
Ser83 y Asp87 en gyrA. En relación a parC, algunos investigadores señalan que la 
mutación en el codón 80 es la más comúnmente encontrada en este gen en 
aislados de E. coli (Everett y col., 1996; Heisig, 1996; Chen y col., 2001; Vila y 
col., 2001; Dominguez y col., 2002; Komp Lindgren y col., 2003; Chaniotaki y col., 
2004).  
En nuestro estudio un solo aislado de la fase PT (10,0%) presentó una doble 
mutación en gyrA (Ser83 por Leu + Asp87 por Asn) pero sin mutación en parC, 
mientras que otro aislado de la misma fase mostró igualmente la doble mutación 
gyrA (Ser83 por Leu + Asp87 por Asn) y una doble mutación (Ser80 por Ile + 
Ser50 por Phe) en parC (figura 4.5), que no ha sido documentada previamente en 
aislados de E. coli y que habría que investigar si está relacionada o no con la 
resistencia a fluoroquinolonas. Como puede observarse, las mutaciones en parC 
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fueron encontradas junto a mutaciones en gyrA, como señalan Heisig (1996), 




Figura 4.5. Comparación de la secuencia de aminoácidos de la proteína parC de la cepa de    
E. coli 3319, correspondiente al animal Nº 3 del grupo control, aislada en la fase PT, y la 
cepa de referencia NP_755631.1. Las sustituciones aminoacídicas aparecen en las posiciones 
50 (Ser50 por Phe) y 80 (Ser80 por Ile) 
 
Dentro de los aislados de categoría intermedia solo se analizó una cepa 
detectada en la fase PT, no encontrándose mutaciones en las subunidades gyrA y 
parC. 
 
4.6.2.2. Detección de sustituciones aminoacídicas en aislados de E. coli de 
los animales tratados 
En 8 de los 10 aislados de este grupo se detectó la doble mutación Ser83 por 
Leu + Asp87 por Asn, 6 de estos además tenían en parC una doble mutación 
(Ser80 por Ile + Glu84 por Gly) (tabla 4.13 y figura 4.6) y otra la mutación simple 
Ser80 por Ile. 
 
Tabla 4.13. Detección de sustituciones aminoacídicas de la QRDR de los genes gyrA y parC 
de los aislados resistentes procedentes de los animales tratados según el momento de la 
toma de la muestra  
Sustituciones aminoacídicas 
 













Nº Nº Nº % 
 












Ser83 por Leu + Asp87 por Asn Ser80 por Ile + Glu84 por Gly 0 0 6 60,0  
Ser83 por Leu + Asp87 por Asn Ser80 por Ile 0 0 1 10,0  
Sin mutación Sin mutación 0  0  2 20,0  
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Figura 4.6. Comparación de la secuencia de aminoácidos de la proteína parC de la cepa de    
E. coli 3606, correspondiente al animal Nº 11, tratado con la dosis alta y aislada en la fase 
PT, y la cepa de referencia NP_755631.1. Las sustituciones aminoacídicas aparecen en las 
posiciones 80 (Ser80 por Ile) y 84 (Glu84 por Gly) 
 
El análisis de las mutaciones en los genes gyrA y parC de los aislados de E. coli 
de los animales estudiados reveló que todos los aislados resistentes a 
fluoroquinolonas y que pertenecían a la fase de PT poseían las mutaciones típicas 
de estos genes publicadas en otros estudios, entre los que se pueden citar los 
realizados por(Bagel y col. (1999) y(Heisig, (1996).  
(Costa y col. (2008) refieren que un cambio aminoacídico en la proteína gyrA 
(Ser83-Leu o Asp87-Tyr) fue detectado en cuatro aislados resistentes a acido 
nalidíxico y susceptible a ciprofloxacina y dos cambios aminoacídicos en gyrA 
(Ser83-Leu + Asp87-Asn) y uno en parC (Ser80-Ile) fueron identificados en un 
aislado ácido nalidíxico y ciprofloxacina resistente. 
(Yang y col. (2004) mencionan que los aislados de E. coli analizados en su 
estudio revelaron por secuenciación una sola mutación en gyrA (Ser83 por Leu) en 
todos los aislados resistentes a fluoroquinolonas y que mutaciones en parC junto 
con dobles mutaciones en gyrA confirieron altos niveles de resistencia a 
fluoroquinolonas.  
En los aislados con sensibilidad intermedia detectados en los animales tratados 
se observaron altos porcentajes de mutaciones (90,0%, 9/10) en el codón 83 
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Tabla 4.14. Detección de sustituciones aminoacídicas de la QRDR de los genes gyrA y parC 
de los aislados intermedios procedentes de los animales tratados según el momento de la 
toma de la muestra  
Sustituciones aminoacídicas 
 













Nº % Nº % Nº % Nº % 
 



















        
Sin mutación Sin mutación 0  00,0 0 00,0 1 14,3 1 10,0 





Figura 4.7. Comparación de la secuencia de aminoácidos de la proteína gyrA de la cepa de    
E. coli 2626, correspondiente al animal Nº 9, tratado con la dosis media y aislada en la fase 
AT, y la cepa de referencia NP_416734.1. La sustitución aminoacídica aparece en la posición 
83 (Ser83 por Leu). 
 
En estudios previos se menciona que aislados con una sola mutación en el codón 
Ser83 fueron significativamente más resistente a fluoroquinolonas que aquellos con 
una sola mutación en el codón Asp87.(Lee y col. (2005) refieren que con algunas 
excepciones, aislados fecales de E. coli con una sola mutación en Ser83 de gyrA, 
estuvieron asociados con muy bajos niveles de resistencia a fluoroquinolonas, 
coincidiendo con el bajo nivel de resistencia a enrofloxacina (2,9%) exhibido por los 
aislados de sensibilidad intermedia que mostraron esta mutación en los aislados de 
este estudio. En 2 (14,3%) del total de aislados no se evidenciaron mutaciones 
tanto en gyrA como en parC (tabla 4.14). 
 
4.6.2.3. Detección de genes que codifican resistencia a fluoroquinolonas 
mediada por plásmidos 
Los genes estudiados y que están involucrados en la resistencia a quinolonas 
mediada por plásmidos fueron las variantes qnrA, qnrB y qnrS del gen qnr, 
localizadas en un plásmido con un amplio rango de hospedador transmisible por 
conjugación en bacterias como E. coli (Martinez-Martinez y col., 1998), el gen 




aac(6’)lb que codifica una enzima que inactiva el antimicrobiano y es responsable 
de la resistencia a kanamicina, tobramicina y amikacina y el gen qepA cuyo 
mecanismo de resistencia está asociado a una bomba de flujo o de expulsión 
activa. 
Todos los aislados fueron negativos a los genes qnr estudiados, lo que coincide 
con el hecho de que en la actualidad la presencia de aislados portadores de estos 
genes ocurre relativamente con poca frecuencia en bacterias gramnegativas 
(Jacoby y col., 2003; Hopkins y col., 2005).  
Otros estudios no han detectado genes qnr en E. coli, sin embargo, han sido 
detectados en aislados de Klebsiella pneumoniae (Rodriguez-Martinez y col., 2003; 
Wang y col., 2004). En un estudio realizado por Cavaco y col. (2008) no se 
encontraron aislados portadores de genes qnr ni aac en aislados comensales de    
E. coli provenientes de cerdo sanos, coincidiendo con nuestro hallazgos.(Jurado y 
col. (2008) no detectaron la presencia del gen qnrA en aislados de E. coli de 
rumiantes y (Sandvang y  Aarestrup (2000) tampoco encontraron el gen aac(6’)lb 
en ninguno de los aislados de E. coli de bovinos y cerdos resistentes a gentamicina 
incluidos en su estudio. 
La no identificación de genes qnr en este estudio podría indicar que estos genes 
no cumplen un papel importante en la selección de aislados resistentes a 
fluoroquinolonas en conejos.  
El gen qepA no se detectó en ninguno de los aislados comensales de E. coli de 
este estudio. Sin embargo, estudio previos han revelado la detección de este gen 
en enterobacterias aisladas de animales de compañía y animales productores de 
alimentos (Chen y col., 2007; Ma y col., 2009).  Este gen ha sido detectado con 
una baja frecuencia en aislados clínicos en personas. En este sentido,(Kim y col. 
(2009a) mencionan que el gen qepA fue detectado solo en 4 (0,6%) de 621 
aislados clínicos de E. coli y (Baudry y col. (2009) encontraron este gen en un solo 
aislado de E. coli de 18 analizados (5,6%) procedentes de pacientes hospitalizados. 
 
4.7. SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS POLIPEPTÍDICOS DE LOS 
AISLADOS DE E. coli 
En el caso de la colistina o polimixina E, el 100% de los aislados procedentes de 
los animales del grupo control y de los animales tratados fueron sensibles a este 
antimicrobiano, siendo estos resultados los esperados dado el espectro de actividad 
antibacteriana (rápido efecto bactericida) de esta droga contra bacilos 




gramnegativos como E. coli (Li y col., 2005; Kwa y col., 2008). La colistina es un 
antimicrobiano permitido en conejos desde los años setenta, sin embargo, su uso 
ha estado limitado en las últimas décadas (Molina y col., 2009).  
Nuestros hallazgos concuerdan con los publicados por(Asai y col. (2005) quienes 
determinaron que el 100% de los aislados de E. coli provenientes de bovinos, 
cerdos, pollos de engorde y gallinas ponedoras fueron sensibles a colistina. Por otra 
parte,(Enne y col. (2008) no encontraron resistencia a colistina en los aislados 
comensales de E. coli de ovejas sanas. 
Sin embargo, este antimicrobiano ha sido incluido en este estudio ya que forma 
parte de un proyecto en el que se pretendió analizar el riesgo de generación de 
resistencias in vivo a diferentes antimicrobianos en bacterias intestinales 
(Escherichia coli, Enterococcus spp. y Salmonella spp.) de animales de producción, 
alojados en ambiente controlado y tratados por vía oral con diferentes pautas 
terapéuticas.  
Por lo anteriormente expuesto, a partir de este punto no se hará ningún 
comentario relacionado con este antimicrobiano por considerarse de poca 
relevancia en esta investigación. 
 
4.8. EVOLUCIÓN DE LOS PORCENTAJES DE RESISTENCIA FRENTE A LOS 
DIFERENTES ANTIMICROBIANOS A LO LARGO DE LAS TRES ETAPAS DEL 
ENSAYO EXPERIMENTAL 
Para finalizar con el análisis de la sensibilidad de los aislados a los 
antimicrobianos estudiados, a continuación se resume la evolución conjunta de los 
porcentajes de resistencia frente a los diferentes antimicrobianos en los cuatro 
grupos experimentales y a lo largo de las tres fases del ensayo (figuras 4.8 a 4.11). 
La evolución de los porcentajes de resistencia de los cinco antimicrobianos 
estudiados en los animales del grupo control se muestran en la figura 4.8, 
observándose altos porcentajes de resistencia a doxiciclina en las tres fases, con un 
aumento estadísticamente significativo en FT y PT con respecto a la etapa previa a 
la administración del tratamiento. En el caso de eritromicina se observan altos 
porcentajes de aislados resistentes en las 3 fases y en el caso concreto de 
gentamicina, amoxicilina y enrofloxacina las resistencias solo fueron detectadas 
cuatro semanas posterior al tratamiento. 
 





         
Figura 4.8. Evolución de los porcentajes de resistencia a los diferentes antimicrobianos 
a lo largo de las tres etapas en los animales del grupo control 
 
Con la dosis baja (50 mg/L) de doxiciclina, se observó que al finalizar el 
tratamiento se produce un aumento significativo en los porcentajes de resistencia a 
doxiciclina y amoxicilina y aunque también se observó un aumento en los 
porcentajes de resistencia a eritromicina, éste no fue estadísticamente significativo. 
Los porcentajes de resistencia disminuyeron cuatro semanas posteriores a la 
administración oral de doxiciclina a niveles similares a los de partida para el caso de 
doxiciclina y eritromicina (figura 4.9). 
 
               
 
Figura 4.9. Evolución de los porcentajes de resistencia a los diferentes antimicrobianos 
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Con la dosis media (100 mg/L) de doxiciclina se observó un incremento 
estadísticamente significativo  en los porcentajes de resistencia a doxiciclina y 
amoxicilina cuatro semanas posterior a la administración del tratamiento en 
comparación con los valores detectados en AT (figura 4.10). 
 
 
                      
 
Figura 4.10. Evolución de los porcentajes de resistencia a los diferentes antimicrobianos 
a lo largo de las tres etapas en el grupo de los animales tratados con 100 mg/L de 
doxiciclina 
 
Finalmente, con la dosis alta (200 mg/L) se observó un incremento 
estadísticamente significativo en el porcentaje de resistencia a doxiciclina en PT. El 
porcentaje de resistencia a eritromicina descendió al finalizar el tratamiento, 
experimentando un incremento significativo en PT en comparación con FT. En el 
caso de amoxicilina, gentamicina y enrofloxacina, se evidenció un incremento 
significativo cuatro semanas posterior a la administración del tratamiento tomando 
en cuenta que en AT no se detectaron resistencias a ningunos de estos 
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Figura 4.11. Evolución de los porcentajes de resistencia a los diferentes antimicrobianos 
a lo largo de las tres etapas en el grupo de los animales tratados con 200 mg/L de 
doxiciclina  
 
Al hacer un análisis en conjunto podemos concluir que el tratamiento con la 
dosis alta de doxiciclina se asoció con un aumento significativo de las resistencias a 
distintos antimicrobianos heterólogos en la fase PT, siendo difícil encontrar una 
posible explicación a este fenómeno.  
 
4.9. ESTUDIO DE LOS FENOTIPOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA  
Los fenotipos de resistencia exhibidos por los 130 aislados de E. coli del grupo 
control se muestran en la tabla 4.15. Estos aislados se distribuyeron en 6 
resistotipos diferentes que comprenden desde resistencia a un solo antimicrobiano 
hasta resistencia simultánea a cinco antimicrobianos. El fenotipo mayormente 
detectado tanto en la fase previa a la administración oral de doxiciclina (65,0%) 
como al final del tratamiento y cuatro semanas posterior al mismo (92,5 y 70,0%) 
fue el perfil birresistente: doxiciclina-eritromicina (DOX- ERI). El segundo 
resistotipo más frecuente varió según la fase del ensayo, siendo la resistencia a 
eritromicina (ERI) el mayormente observado en AT, resistencia a doxiciclina (DOX) 
en FT y resistencia a doxiciclina, amoxicilina, eritromicina y enrofloxacina (DOX-
AMX-ERI-ENR) en PT. Un 24% de los aislados de PT mostraron resistencia a tres o 
más de los antimicrobianos estudiados. Los aislados monorresistentes fueron con 
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10,0% correspondiente a 13 aislados en su mayoría pertenecientes a la fase previa 
de la administración del tratamiento (tabla 4.15). 
 
Tabla 4.15. Fenotipos de resistencia antimicrobiana de los aislados de E. coli procedentes de 
los animales del grupo control según el momento de la toma de la muestra 
Fenotipos de 
resistencia 


































































DOX: doxiciclina, AMX: amoxicilina, GEN: gentamicina, ERI: eritromicina, ENR: enrofloxacina 
 
En la tabla 4.16 se recogen los fenotipos de resistencia mostrados por los 
aislados de E. coli procedentes de los animales tratados. Se observaron 10 
fenotipos diferentes, siendo la resistencia a doxiciclina-eritromicina (DOX-ERI) el 
fenotipo encontrado con mayor frecuencia en las tres fases del ensayo.  Sin 
embargo, y a pesar de que la frecuencia de detección de este fenotipo en la fase 
previa a la administración de doxiciclina fue más alta que en los aislados 
procedentes de los animales controles (69,5 vs 65,0%), no se vio un claro aumento 
en FT como sí ocurrió en los animales del grupo control. El segundo resistotipo más 
frecuente detectado en los aislados en AT, al igual que en los animales control, fue 
la resistencia a eritromicina (ERI), mientras que en FT y PT estuvo representado 
por la resistencia a doxiciclina, amoxicilina y eritromicina (DOX-AMX-ERI).  
La resistencia a tres o más antimicrobianos estuvo presente en aislados de las 
tres fases del ensayo, a diferencia de los aislados del grupo control que mostraron 
multirresistencia únicamente en la fase PT. Los aislados monorresistentes fueron 
mayormente resistentes a eritromicina al igual que en el grupo control aunque 
mostraron un porcentaje global menor (6,6%, 23/348) y la mayoría de los aislados 
pertenecieron igualmente a AT (tabla 4.16). 
 




Tabla 4.16. Fenotipos de resistencia antimicrobiana de los aislados de E. coli procedentes de 
los animales tratados según el momento de la toma de la muestra 
Fenotipos de 
resistencia 































































































DOX: doxiciclina, AMX: amoxicilina, GEN: gentamicina, ERI: eritromicina, ENR: enrofloxacina 
 
Al hacer la comparación de los perfiles entre los aislados del grupo control y los 
tratados, podemos destacar que en ambos grupos el perfil birresistente doxiciclina-
eritromicina (DOX-ERI) fue el más común aunque el porcentaje global de este 
resistotipo fue mayor en el grupo control en comparación con los tratados (75,3% 
vs. 65,2%). Los aislados monorresistentes a eritromicina exhibieron una  frecuencia 
de 10,0% en los controles y 6,6% en los tratados, mientras que la resistencia a 
doxiciclina fue de 4,6% y 5,5% en cada grupo. El resistotipo DOX-AMX-GEN-ERI-
ENR se encontró con una frecuencia similar entre los aislados procedentes de los 
controles y de los provenientes de los tratados (6,0% vs. 7,5%), detectándose el 

























Estudio de perfiles REP y de relaciones clonales  





4.10. ESTUDIO DE LOS PERFILES REP Y DE LAS RELACIONES CLONALES 
ENTRE LOS AISLADOS DE E. coli DE CONEJOS TRATADOS CON DIFERENTES 
PAUTAS DE DOXICICLINA 
Las posibles relaciones clonales entre los 478 aislados de E. coli incluidos en 
este estudio se analizó mediante la técnica de REP-PCR o PCR de secuencias 
palindrómicas repetitivas. El grado de similitud de los perfiles genotípicos obtenidos 
se determinó con el programa GelCompar® II utilizando el coeficiente de correlación 
de Dice y UPGMA (Unweighted pair group method with aritmetic mean) o método 
del promedio entre grupos y estableciendo un índice de tolerancia y de optimización 
del 5%. Se consideraron miembros de un mismo clon aquellos aislados cuyos 
perfiles genotípicos compartieran una similitud igual o superior al 95%.  
En la figura 4.12 se muestra un ejemplo de amplificación por REP-PCR a través 










Figura 4.12. Imagen de los productos obtenidos por amplificación por 
REP-PCR separados electroforéticamente en gel de agarosa al 2%. 
Carriles 1, 8 y 14: Marcador de peso molecular Step Ladder (50 bp); los carriles 
del 3 al 7 y del 9 al 13 muestran un patrón de amplificación idéntico entre los 
diez aislados del animal 9 en la fase previa a la administración del tratamiento 
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4.10.1. Análisis de perfiles REP y su asociación con grupos filogenéticos y 
fenotipos de resistencia de los aislados de E. coli procedentes de los 
animales del grupo control 
Dentro de este grupo se incluyeron los animales número 1, 2, 3, 4 y 5. De los 
animales 1 y 3 solo se aislaron E. coli en dos de las fases experimentales: FT y PT 
en el caso del animal 1 y en AT y PT en el animal 3, por lo que no se incluyeron en 
el análisis. Como puede apreciarse en la figura 4.13A, correspondiente al 
dendograma de los aislados procedentes del animal 2, se identificaron tres grupos 
clonales, uno por cada fase del ensayo. Los aislados de AT y PT se agruparon en 
dos clones estrechamente relacionados con una homología cercana al 93% e 
inclusive todos pertenecieron al mismo grupo filogenético. Asimismo, se observó 
que en los clones encontrados en FT y en PT predominaba un resistotipo (DOX-
ERI), no así en el clon detectado en AT. 
En el animal 4 (figura 4.13B) se pudo apreciar un comportamiento heterogéneo 
en cuanto a los perfiles de amplificación de los aislados en las tres fases, 
observándose nueve grupos clonales, de los cuales cinco se detectaron en AT con 
un resistotipo y filogrupo predominante. En FT se apreciaron dos clones con el 
mismo fenotipo de resistencia pero con variaciones en cuanto al grupo filogenético 
al cual pertenecían. En PT nueve de los diez aislados estuvieron agrupados en un 
mismo clon, compartiendo el mismo fenotipo de resistencia y el mismo grupo 
filogenético, y el otro aislado se consideró como un clon diferente.  
En el animal 5 (figura 4.13C) también se observó un comportamiento 
heterogéneo, evidenciándose siete grupos entre los aislados de las tres fases. En la 
fase previa a la administración del tratamiento se hallaron cuatro clones, en tres de 
ellos los aislados mostraron el mismo fenotipo de resistencia (DOX-ERI) y el mismo 
grupo filogenético según el clon al que pertenecían, y el otro clon compartía el 
genotipo con un aislado de la fase de fin de tratamiento con un resistotipo 
diferente. En FT se apreciaron tres clones, dos de ellos con el mismo fenotipo de 
resistencia (DOX-ERI) y grupo filogenético, a excepción de un solo aislado. Un solo 
clon agrupó los diez aislados en PT pero diferían en cuanto al perfil fenotípico y 
grupo filogenético.(Bibbal y col. (2009) señalan, en un estudio realizado en aislados 
fecales de E. coli provenientes de cerdos, que al hacer la comparación de genotipos 
PFGE (electroforesis en gel en campo pulsado) con grupos filogenéticos, un perfil de 
PFGE puede estar asociado con diferentes grupos filogenéticos.  
Al analizar los dendogramas de los aislados procedentes de los animales 
estudiados en el grupo control se aprecia que los aislados incluidos en un grupo 
clonal idéntico con respecto a los perfiles REP y grupo filogenético mostraron en 




algunos casos fenotipos de resistencia diferentes, fenómeno observado en la fase 
AT, y contrariamente, aunque con una menor frecuencia, se observaron aislados 
pertenecientes a un mismo clon y con el mismo resistotipo pero que pertenecían a 
grupos filogenéticos diferentes. Esta tendencia ocurrió en la fase de FT en los 
animales 4 y 5. El hecho de que un mismo fenotipo de resistencia estuviera 
asociado con diferentes genotipos presentes en los aislados del mismo animal o, a 
la inversa, que un mismo genotipo se asociara con diferentes fenotipos podría 
indicar la posible transferencia horizontal de determinantes de resistencia entre 
bacterias de E. coli que forman parte de la microbiota intestinal de los gazapos 
como sugieren Bibbal y col. (2009). 
Los resultados de este estudio constatan que existe una gran variabilidad 
genética entre los aislados procedentes de los animales del grupo control. 
Asimismo, los grupos clonales encontrados en los aislados de estos animales no 
incluyeron aislados de diferentes etapas, lo cual indicaría que entre las diferentes 
etapas en que se dividió el ensayo experimental se produjo un cambio en las 
poblaciones de E. coli predominantes en el medio intestinal de los conejos. Las 
variaciones observadas podrían ser dependientes de la edad de los animales como 
explican Pérez de Rozas y col. (2003)  en un estudio realizado en gazapos de 
diferentes edades que no recibieron tratamiento con antimicrobianos y en el que se 
encontraron cambios en los perfiles de RFLP (Restriction Fragment Length 




































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 4.13. Similitud genética entre los aislados de E. coli de los animales del 
grupo control (animales 2, 4 y 5). Los dendogramas fueron generados a partir del 
algoritmo de medias aritméticas de UPGMA para los aislados de cada animal en las tres fases 



























































4.10.2. Análisis de perfiles REP y su asociación con grupos filogenéticos y 
fenotipos de resistencia de los aislados de E. coli procedentes de los 
animales tratados 
 
4.10.2.1. Aislados de los animales tratados con 50 mg/L/d de doxiciclina 
En este grupo se incluyeron los animales número 16, 17, 18, 19 y 20. Del 
animal 16 solo se obtuvo un aislado de E. coli mientras que del animal 20 se 
aislaron otras bacterias distintas de E. coli, por lo que no se incluyeron en el 
análisis. En general se observó con la dosis baja de doxiciclina (50 mg/L/d) una 
marcada variabilidad clonal en los aislados de los animales de este grupo. En el 
dendograma de los aislados procedentes del animal 17 (figura 4.14A) se 
encontraron 6 grupos clonales distintos. Los aislados de AT se repartieron en dos 
clones, uno de los cuales estuvo conformado únicamente por aislados de AT, con el 
mismo fenotipo de resistencia (DOX-ERI) y filogrupo, y el otro incluyó aislados de 
AT y PT con distinto resistotipo. En FT se encontraron dos clones con diferente 
fenotipo y uno de ellos compartió 3 aislados de esta fase con 2 de PT. Algunos de 
los aislados de PT conformaron un mismo grupo clonal con idéntico resistotipo 
(DOX-ERI) y grupo filogenético y otros compartieron el mismo genotipo con 
aislados de AT con diferente fenotipo de resistencia. 
En los aislados del animal 18 (figura 4.14B) se detectaron 8 grupos clonales. 
De los 5 clones hallados en AT, tres compartieron un mismo genotipo con aislados 
de PT y en uno de éstos el genotipo estuvo asociado a un mismo fenotipo de 
resistencia (DOX-AMX-ERI), mientras que los aislados de FT estuvieron integrados 
en un clon mayoritario con idéntico fenotipo. En PT la mayoría de los aislados 
conformaron clones conjuntamente con aislados de la fase inicial.  
En los aislados del animal 19 se identificaron 9 clones. Los aislados de AT se 
repartieron en 4 clones con diferentes perfiles de resistencia y uno de ellos agrupó 
conjuntamente un aislado de esta fase con uno de FT. En FT se observaron dos 
clones conformados por aislados de E. coli procedentes de esta etapa con un mismo 
fenotipo de resistencia. Dos clones en PT agruparon lo aislados restantes de esta 
fase y estuvieron asociados a diferentes resistotipos (figura 4.14C).  
En base a este análisis podemos concluir que entre los aislados de los animales 
de este grupo de tratamiento se encontraron genotipos que incluyeron aislados de 
diferentes etapas, observándose con frecuencia que en un mismo genotipo se 
incluían aislados de las fases AT y PT pero no de AT y FT, lo cual parece indicar que 
se produjo un cambio en las poblaciones predominantes de E. coli entre la etapa 




inicial y final del tratamiento. Y es posible que alguno de los genotipos detectados 
inicialmente permaneciera de forma minoritaria (y por eso no se detectara) en el 
medio intestinal durante el tratamiento con doxiciclina y que, una vez finalizado 
este, volvieran a expandirse. 
En cuanto a la relación entre los genotipos encontrados y los fenotipos de 
resistencia, se observó que en algunos de los genotipos detectados predominaba un 
fenotipo de resistencia y, asimismo, pudo constatarse la presencia de diferentes 
fenotipos dentro de un mismo genotipo en los aislados de E. coli de un mismo 
animal, pudiendo esto deberse a la posible transferencia horizontal entre bacterias 
de genes de resistencia o a la captación de determinantes genéticos de resistencia 
lo que podría garantizar el éxito adaptativo y la resultante selección de clones como 
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Figura 4.14. Similitud genética entre los aislados de E. coli de los animales tratados 
con 50 mg/L/d de doxiciclina (animales 17, 18 y 19). Los dendogramas fueron 
generados a partir del algoritmo de medias aritméticas de UPGMA para los aislados de cada 
animal en las tres fases del ensayo.  





























































4.10.2.2. Aislados de los animales tratados con 100 mg/L/d de doxiciclina 
En este grupo de tratamiento se incluyeron los animales número 6, 7, 8, 9 y 
10. En los animales tratados con esta dosis pareciera existir un aumento de la 
homogeneidad de los perfiles genotípicos de los aislados en las tres fases, es decir, 
que la mayoría de los clones incluyen aislados de una misma fase. En el animal 6 
(figura 4.15A) se detectaron cinco clones, y solo uno de ellos incluía aislados de dos 
fases (AT y FT). 
En los aislados del animal 7 (figura 4.15B) se detectaron siete clones y en la 
mayoría de ellos los aislados procedían de la misma fase y estuvieron asociados a 
un resistotipo predominante, indicando un cambio en las poblaciones de E. coli 
predominantes en el medio intestinal de los conejos tratados con esta dosis de 
doxiciclina.  
Los aislados del animal 8 (figura 4.15C) se distribuyeron en 7 grupos clonales 
asociados al mismo fenotipo de resistencia (DOX-ERI). Un clon detectado en la fase 
inicial agrupó aislados de la fase PT. En FT los aislados estuvieron agrupados en dos 
clones y mostraron un mismo resistotipo a excepción de un solo aislado. Los 
aislados de PT conformaron un mismo clon conjuntamente con 3 aislados de la fase 
inicial y todos ellos mostraron el mismo fenotipo de resistencia. 
En los aislados del animal 9 se identificaron 6 clones, uno de ellos agrupó los 
diez aislados de AT y compartían un mismo perfil de resistencia a excepción de un 
solo aislado que fue sensible a doxiciclina. En FT se detectaron 2 clones uno de los 
cuales agrupó aislados de FT y PT. Los aislados restantes  de PT se agruparon en 
dos clones distintos (figura 4.15.1D).  
En el dendograma del animal 10 (figura 4.15.1E) se observó un 
comportamiento más homogéneo caracterizado por cinco clones conformados por 
aislados de una misma fase pero con diferentes fenotipos de resistencia.  
En cuatro de los animales que recibieron la dosis media de doxiciclina no se 
detectaron clones en los que estuvieran incluidos aislados de las fases AT y FT, lo 
que indicaría que, al igual que lo observado en el grupo de los animales tratados 
con la dosis baja, se produce un cambio en las poblaciones de E. coli 
predominantes entre el inicio del ensayo y el final del tratamiento con doxiciclina. 
En los aislados procedentes del animal número 9 se encontraron relaciones 
genotípicas entre aislados de las fases de fin de tratamiento y post-tratamiento y 
que compartieron además el mismo fenotipo de resistencia (DOX-ERI). 
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Figura 4.15. Similitud genética entre los aislados de E. coli de los animales tratados 
con 100 mg/L/d de doxiciclina (animales 6, 7 y 8). Los dendogramas fueron generados 
a partir del algoritmo de medias aritméticas de UPGMA para los aislados de cada animal en 
las tres fases del ensayo.  













































































































































































































































































































































































































Figura 4.15.1. Similitud genética entre los aislados de E. coli de los animales 
tratados con 100 mg/L/d de doxiciclina (animales 9 y 10). Los dendogramas fueron 
generados a partir del algoritmo de medias aritméticas de UPGMA para los aislados de cada 
animal en las tres fases del ensayo.  
 
4.10.2.3. Aislados de los animales tratados con 200 mg/L/d de doxiciclina 
Los animales que conformaron este grupo fueron los número 11, 12, 13, 14 y 
15. En el animal 12 solo se consiguieron aislados de E. coli en la fase PT y en el 15 
se obtuvieron únicamente 5 aislados en AT y 2 en FT, por lo que no se incluyeron 
en el análisis. En los aislados procedentes de los animales de este grupo se 
encontró una mayor variabilidad de los perfiles genotípicos en las tres fases. 
En el dendograma de los aislados procedentes del animal 11 (figura 4.16A) se 
evidenció la existencia de 5 clones conformados por aislados procedentes de la 
misma etapa. En AT se detectaron dos grupos clonales, uno integrado por nueve 
aislados pertenecientes a un mismo grupo filogenético (cuatro de ellos sensibles a 
doxiciclina y resistentes únicamente a eritromicina y los restantes sensibles a todos 
los antimicrobianos estudiados) y el otro solo contenía un aislado igualmente 
sensible a doxiciclina. Los aislados de FT estuvieron agrupados en dos clones 





































distintos y los aislados de cada clon por separado correspondieron a un mismo 
filogrupo. Puesto que en la fase de FT se detectaron clones con aislados resistentes 
a doxiciclina (2 de 8 en un clon y 2 de 2 en el otro), cabría esperar que estos 
fueron predominantes o mayoritarios, es decir, que el antimicrobiano hubiera 
contribuido a su selección, pero curiosamente se observaron seis aislados sin 
resistencia en uno de los clones. En PT los diez aislados se agruparon en un  mismo 
clon con idéntico resistotipo y grupo filogenético. 
En los aislados del animal 13 se detectó una mayor variabilidad representada 
por once grupos clonales. Los genotipos observados en la fase inicial y al final del 
tratamiento estuvieron asociados a un resistotipo predominante (DOX-ERI), 
mientras que 2 de los 3 clones encontrados en los aislados de PT mostraron un 
fenotipo de resistencia diferente (figura 4.16B). Finalmente en el dendograma de 
los aislados del animal 14 se observó un clon constituido por dos clúster 
relacionados, uno conformado por los diez aislados de AT y el otro por los de PT a 
excepción del aislado 3627 que constituía un clon por sí mismo. Todos estos 
aislados (a excepción del aislado 2724) compartieron el mismo resistotipo. Los 
aislados de FT estuvieron distribuidos en cinco clones distintos (figura 4.16C).   
De manera global, y al igual que en los otros grupos de animales tratados, los 
aislados de E. coli de la fase inicial y la de fin de tratamiento provenientes de los 
animales tratados con la dosis alta se agruparon en clones diferentes, indicando 
que se produjo como en los casos anteriores, un cambio en las poblaciones de      
E. coli predominantes en la microbiota intestinal de los conejos entre estas dos 
etapas. 
Un resultado que cabía esperar en este experimento es que el tratamiento 
antimicrobiano ejerciese una acción selectiva en la microbiota intestinal,       
incluida E. coli, hacia aislados resistentes al antimicrobiano que deberían ser 
predominantes al final del tratamiento. Sin embargo, este fenómeno no ha podido 
analizarse adecuadamente debido a que antes de la administración oral del 
antimicrobiano habían muchos aislados resistentes al antimicrobiano homólogo y 
solo los aislados procedentes del animal 11 (figura 4.16A) fueron sensibles a 




































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 4.16. Similitud genética entre los aislados de E. coli de los animales tratados 
con 200 mg/L/d de doxiciclina (animales 11, 13, y 14). Los dendogramas fueron 
generados a partir del algoritmo de medias aritméticas de UPGMA para los aislados de cada 
animal en las tres fases del ensayo.  




















































Al igual que en los animales del grupo control, pudo observarse que los 
aislados incluidos en un grupo clonal con un idéntico perfil REP y grupo filogenético 
mostraron en algunos casos fenotipos de resistencia diferentes. Asimismo, se 
observaron aislados pertenecientes a un mismo clon con un genotipo asociado a un 
fenotipo de resistencia. Según el estudio realizado por Bibbal y col. (2009), y como 
se mencionó anteriormente, un genotipo representado por la combinación del 
patrón de amplificación y el grupo filogenético puede estar asociado con diferentes 
fenotipos o perfiles de resistencia antimicrobiana, y un mismo perfil de resistencia 
puede estar asociado con diferentes genotipos. Estos resultados sugieren la posible 
transferencia horizontal de determinantes de resistencia en la población intestinal 
de E. coli.  
Por otro lado, se deduce una posible fluctuación en el tiempo de las poblaciones 
bacterianas de E. coli que conforman la microbiota intestinal de los conejos, 
evidenciado por el hecho de que hay clones o genotipos que se detectan en la fase 
AT, no en la fase FT y vuelven a detectarse en PT. 
Tanto en los animales del grupo control como en los tratados se observó que 
los aislados de la fase previa a la administración del tratamiento tendían a ser más 
parecidos desde el punto de vista de los perfiles genotípicos a los aislados de PT 
que a los de FT, lo que induce a pensar que se trata de un fenómeno natural o 
espontáneo en la dinámica de las poblaciones de E. coli influenciado por la edad de 
los animales, ya que el manejo fue el mismo en todos los grupos experimentales.  
Finalmente podemos concluir que el análisis de los perfiles REP y su asociación 
con fenotipos de resistencia de los aislados de E. coli analizados en este estudio 
parece indicar que el tratamiento con doxiciclina vía oral originó un cambio en las 
poblaciones de E. coli predominantes en la microbiota intestinal de los conejos, 
favoreciendo en algunos casos el desarrollo de una población homogénea desde el 



























Resistencia antimicrobiana mediada por integrones 
 





4.11. ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS MEDIADA POR 
INTEGRONES  
 
4.11.1. SELECCIÓN DE LOS AISLADOS 
     Para ver si la diseminación de genes de resistencia estaba o no asociada con la 
presencia de integrones, se seleccionaron todos los aislados comensales resistentes 
a tres o más antimicrobianos diferentes. De esta manera, se analizaron un total de 
69 aislados de E. coli con un fenotipo de resistencia a múltiples antimicrobianos 
como se muestra en la tabla 4.17, en la que puede verse la distribución de estos 
aislados según el animal de procedencia, el momento de la toma de la muestra y la 
pauta de tratamiento con doxiciclina.  
 
Tabla 4.17. Distribución de los 69 aislados de E. coli multirresistentes según el animal de 





Número de aislados multirresistentes según momento 
de la toma de la muestra 











3 Control - - 10 
4 Control - - 1 
5 Control - - 1 
6 Media 2  - 4 
7 Media - - 8 
12 Alta - - 10 
14 Alta - - 1 
17 Baja - 5 3 
18 Baja 5 8 6  
19 Baja - - 2  
 
Total 10 13 46 
 
*Grupo control: 0 mg/L/d; dosis baja (subterapéutica): 50 mg/L/d durante 12 días; dosis media 
(terapéutica): 100 mg/L/d durante 6 días; dosis alta (superior a la terapéutica): 200 mg/L/d durante 3 
días 
 
   
Del total de aislados estudiados, 49 (71,0%) fueron resistentes a tres 
antimicrobianos, 12 (17,4%) lo fueron a cuatro y 9 (13,0%) a cinco.  
Se detectaron cuatro perfiles de resistencia diferentes, siendo el resistotipo 
mayoritario (68,1%, 47/69) el correspondiente a la resistencia a doxiciclina, 
amoxicilina y eritromicina (DOX-AMX-ERI), seguido del perfil de resistencia a 5 
antimicrobianos: doxiciclina, amoxicilina, gentamicina, eritromicina y enrofloxacina 
(DOX-AMX-GEN-ERI-ENR) (17,4%, 12/69); el perfil de resistencia a 4 
antimicrobianos: doxiciclina, amoxicilina, eritromicina y enrofloxacina (DOX-AMX-




ERI-ENR) se detectó en 9 (13,0%) de los aislados multirresistentes, mientras que el 
perfil doxiciclina, gentamicina y eritromicina (DOX-GEN-ERI) solo se encontró en un 
aislado (1,4%) (tabla 4.18). 
  
4.11.2. DETECCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE INTEGRONES 
La técnica de PCR permitió detectar integrones en 56 de los 69 (81,1%) 
aislados multirresistentes analizados procedentes de 11 animales (tabla 4.18) y en 
los que se detectó mayoritariamente el gen que codifica la integrasa clase 1 o intI1. 
Estos aislados estaban concentrados básicamente en la fase posterior al 
tratamiento. El gen intI2 junto con el intI1 solo se detectó en un aislado del animal 
número 1 y fase de PT. Este hallazgo coincide con el encontrado por King y col. 
(2005) en un aislado de cerdo. El gen de la integrasa de clase 3 no se identificó en 
ninguno de estos aislados, lo que coincide con lo señalado por(Lu y col. (2010) en 
aislados de E. coli de animales de granja.  
En 13 de de los 69 (18,6%) aislados analizados se encontró el gen de la 
integrasa intI1 truncado por la secuencia de inserción IS26 (integrones no clásicos) 
y en ellos no pudo caracterizarse la región variable. Mayoritariamente estos 
aislados procedían de un mismo animal en dos fases experimentales distintas (AT y 
PT) (tabla 4.18). 
En la figura 4.17 se muestran los resultados de la amplificación por PCR de los 














 intI3 (717 pb) 
intI1 (565 pb) 
intI2 (403 pb) 
 
 









Figura 4.17. Imagen de los productos obtenidos por amplificación por 
PCR separados electroforéticamente en gel de agarosa al 2% de los 
genes que codifican la integrasa de los integrones de clase 1 (intI1), 2 
(intI2) y 3 (intI3). Carriles 1 y 19: Marcador de peso molecular Step Ladder 
(50 bp); Carril 2: cepa de E. coli - control positivo de intI1 e intI2; Carril 3: cepa 
de Klebsiella pneumoniae - control positivo de intI3; Carriles 4-8: aislados 3208 
a 3212 portadores del gen intI1 y negativos a intI2 e intI3; Carriles 9-18: 
aislados 33148 a 3323 portadores del gen intI1 y negativos a intI2 e intI3. 
 
Hasta la fecha no se han publicado estudios de frecuencia de detección de 
integrones en aislados comensales de E. coli de conejos. Sin embargo, en otros 
estudios se han hallado elevados porcentajes de detección de aislados 
multirresistentes de enterobacterias procedentes de diferentes animales, personas 
y ambientales portadores de integrones. En este sentido,(Cocchi y col. (2007) 
encontraron con una mayor frecuencia integrones de clase 1 en aislados clínicos y 
comensales de E. coli provenientes de animales de granja (cerdos, aves y ganado 
vacuno). Trabajos previos muestran una alta prevalencia en otras colecciones de 
aislados de E. coli portadores de integrones de clase 1: 64.2% (43 de 67) en 
aislados de cerdos con diarrea (Kang y col., 2005b), 59% en aislados de terneros 
diarreicos (Du y col., 2005), 62% en aislados de cerdos (Maynard y col., 2003) y 
45% en aislados del tracto urinario de pacientes hospitalizados (White y col., 
2001). Otros investigadores han publicado una alta prevalencia de aislados 
portadores de integrones de clase 1 en animales de granja criados intensivamente, 
abarcando desde un 23 hasta un 44% (Sunde y  Sorum, 1999; Kang y col., 2005a; 
Sunde, 2005), niveles comparables a la prevalencia encontrada en aislados clínicos 
de pacientes hospitalizados (Martinez-Freijo y col., 1998).(Goldstein y col. (2001) 
encontraron un 73% de aislados de E. coli de aves, bovinos y cerdos portadoras de 
integrones de clase 1, 12% de aislados intI2 positivos y un 10% de aislados 
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portadores de intI1 e intI2.(Zhang y col. (2009) detectaron genes de integrasas en 
58,7 y 60,4% de aislados de cerdos y de pollos respectivamente.(Antunes y col. 
(2006) detectaron un 79% de cepas portadoras de integrones en Salmonella 
entérica procedentes de productos de origen animal, un 77% en aislados clínicos de 
personas y un 50% en aislados ambientales. Sin embargo, los hallazgos de todos 
estos estudios no pueden compararse con los resultados obtenidos en este trabajo 
debido a las diferencias en el diseño experimental. 
En relación a la distribución de los integrones en los 69 aislados de E. coli 
multirresistentes según el animal de procedencia, el momento de la toma de la 
muestra y la pauta de tratamiento, se evidenció que en la fase previa a la 
administración del tratamiento (AT) se detectaron 10 aislados (14,5% de los 
seleccionados para este estudio) con la integrasa de clase 1 truncada hacia la 
izquierda o hacia el extremo 5’ por la secuencia de inserción IS26 (integrones no 
clásicos o integrones no funcionales); tres de estos aislados procedían de un animal 
del grupo control que no recibió tratamiento, constatando que para el momento del 
inicio del ensayo o situación de partida estos elementos genéticos estaban 
presentes en algunos de los aislados estudiados. Cabe mencionar que este es el 
primer estudio en el que se ha identificado la secuencia de inserción IS26 
truncando la integrasa intI1 en aislados comensales de conejos. Este hallazgo había 
sido detectado previamente en una cepa humana de E. coli (Naas y col., 2001). En 
la fase de FT se detectaron 13 aislados intI1 positivos (18,8%) procedentes de 2 
animales que recibieron una dosis baja o subterapéutica de doxiciclina. Un 
llamativo incremento en la detección de aislados multirresistentes portadores de 
integrones se observó en la fase posterior a la administración del tratamiento o PT, 
encontrándose en 46 aislados (66,7%) procedentes de un mayor número de 
animales tanto del grupo control (3/5) como de los animales tratados con las 
diferentes dosis de doxiciclina (7/15). En esta misma fase se detectó el único 
aislado portador de los genes intI1 e intI2 en el animal número 14, tratado con la 
dosis alta o superior a la terapéutica. 
En la figura 4.18 se muestra gráficamente la distribución de los aislados 
portadores de integrones según el momento de la toma de la muestra. Aunque es 
algo que no puede descartarse, los resultados de este trabajo no permiten asociar 
el predominio de estos aislados en la fase PT con el tratamiento antimicrobiano ya 
que 12 de los aislados portadores de integrones encontrados en esta fase procedían 
de los animales del grupo control que no recibieron tratamiento (tabla 4.18). 
Tampoco la dosis o pauta de tratamiento tuvo un efecto detectable en este estudio 
sobre la frecuencia de detección de aislados portadores de integrones. El 




predominio de estos aislados en la fase PT podría estar influenciado por factores 
inherentes al hospedador como la evolución de la población bacteriana en función 
de la edad. 
 
 
Figura 4.18. Número de aislados portadores de integrones según momento de la toma de la 
muestra  
 
Se detectó un solo aislado intI2 positivo junto con el gen intI1 procedente de la 
fase de PT de un animal que recibió la dosis alta de doxiciclina. Los integrones de 
clase 2 que portan casetes en su estructura han sido documentados en aislamientos 
clínicos de bacterias gramnegativas aunque en una menor frecuencia que los 
integrones de clase 1 (Di Conza y  Gutkind, 2010).    
De los 56 aislados portadores del gen intI1, 41 (73,2%) presentaron la 
estructura clásica del integrón conformada por el extremo conservado 5’ con el 
fragmento intI-attI, el extremo 3’ CS con los genes qacE1 + sul1 y la región 
variable entre ambos extremos con casetes genéticos de resistencia (Partrigde y 
col., 2009; Gonzalez y col., 2004). Uno de estos aislados (C-3627) procedente del 
animal 14 en la fase de PT y tratado con dosis alta de doxiciclina, contenía a la vez 
un integrón de clase 1 y un integrón de clase 2. La región variable del integrón de 
clase 1 (1600 pb) estuvo conformada por los genes casetes dfrA1 + aadA1 y la 
región variable del integrón de clase 2 (2200 pb) por los genes dfrA1 + sat2 + 
aadA1. 
Por otro lado, 14 de los 56 aislados intI1 positivos (25%) presentaron 










Momento de la toma de la muestra 




(qacE1 + sul1) (figura 4.22). En la tabla 4.18 se detalla la distribución de estos 
aislados por animal, grupo de tratamiento y fase de la toma de la muestra.  
Asimismo, se realizó el estudio por PCR del gen sul3, que confiere resistencia a 
sulfamidas, con la finalidad de conocer si este gen sustituía la región qacE1 + sul1 
(genes que codifican resistencia a compuestos de amonio cuaternario y sulfamidas) 
y deducir su posible asociación a integrones de clase 1 no clásicos. En este sentido, 
todos los aislados fueron negativos al mencionado gen. 
Los integrones de clase 1 no clásicos se han identificado en aislados de E. coli 
de diferentes orígenes. La ausencia de la región 3’ CS es característica de los 
integrones de clase 1 portadores del transposón Tn402, conocido como Tn5090 
(Radstrom y col., 1994). La unión del gen casete sul1 con Tn5090/Tn402, que 
obedece a un mecanismo de integración y deleción, da origen a estos integrones de 
clase 1 (Partridge y col., 2009). 
En este estudio el gen sul1, que codifica una enzima dihidropteroato sintetasa 
(DHPS) responsable de la resistencia a sulfamidas (Swedberg y  Skold, 1983), 
estuvo asociado a integrones de clase 1 como parte de la región 3’ CS en 30 de los 
43 aislados sul1 positivos (65,2%). Algunos autores señalan que el gen sul1 se 
encuentra comúnmente vinculado a otros genes de resistencia en integrones de 
clase 1 resistentes a sulfamidas de bacterias gramnegativas (van Treeck y col., 
1981; Radstrom y col., 1991). 
Coincidimos con otros autores en que sería necesario realizar estudios para 
determinar la posible localización de integrones de clase 1 carentes de la región    
3’ CS en otros elementos móviles como plásmidos y transposones facilitadores de la 
diseminación o transferencia horizontal de genes de resistencia (Jacoby, 1994).    
  
 











Tipo de configuración 
Configuración de la región 
variable  
 
C-2551 2 AT Control DOX-AMX-ERI Integrasa truncada por IS26 Desconocida 
C-2552 2 AT Control DOX-AMX-ERI Integrasa truncada por IS26 Desconocida 
C-2556 2 AT Control DOX-AMX-ERI Integrasa truncada por IS26 Desconocida 
C-2815 18 AT Baja DOX-GEN-ERI Integrasa truncada por IS26 Desconocida 
C-2818 18 AT Baja DOX-AMX-ERI Integrasa truncada por IS26 Desconocida 
C-2819 18 AT Baja DOX-AMX-ERI Integrasa truncada por IS26 Desconocida 
C-2820 18 AT Baja DOX-AMX-ERI Integrasa truncada por IS26 Desconocida 
C-2823 18 AT Baja DOX-AMX-ERI Integrasa truncada por IS26 Desconocida 
C-3001 6 AT Media DOX-AMX-ERI Integrasa truncada por IS26 Desconocida 
C-3003 6 AT Media DOX-AMX-ERI Clásicab aadB 
C-3208 17 FT Baja DOX-AMX-ERI Región 3’CS desconocida Desconocida 
C-3209 17 FT Baja DOX-AMX-ERI Región 3’CS desconocida Desconocida 
C-3210 17 FT Baja DOX-AMX-ERI Región 3’CS desconocida Desconocida 
C-3211 17 FT Baja DOX-AMX-ERI Región 3’CS desconocida Desconocida 
C-3212 17 FT Baja DOX-AMX-ERI Región 3’CS desconocida Desconocida 
C-3214 18 FT Baja DOX-AMX-ERI Región 3’CS desconocida Desconocida 
C-3216 18 FT Baja DOX-AMX-ERI Región 3’CS desconocida Desconocida 
C-3218 18 FT Baja DOX-AMX-ERI Clásicab aadB 
C-3219 18 FT Baja DOX-AMX-ERI Clásicab aadB 
C-3220 18 FT Baja DOX-AMX-ERI Región 3’CS desconocida Desconocida 
C-3221 18 FT Baja DOX-AMX-ERI Clásicab aadB 





















Tipo de configuración 
Configuración de la región 
variable  
 
C-3223 18 FT Baja DOX-AMX-ERI 
 
Clásica aadB 
C-3314 3 PT Control DOX-AMX-GEN-ERI-ENR Clásica dfrA12 + orfF + aadA2 
C-3315 3 PT Control DOX-AMX-ERI-ENR Clásica dfrA12 + orfF + aadA2 
C-3316 3 PT Control DOX-AMX-ERI-ENR Clásica dfrA12 + orfF + aadA2 
C-3317 3 PT Control DOX-AMX-ERI-ENR Clásica dfrA12 + orfF + aadA2 
C-3318 3 PT Control DOX-AMX-ERI-ENR Clásica dfrA12 + orfF + aadA2 
C-3319 3 PT Control DOX-AMX-ERI-ENR Clásica dfrA12 + orfF + aadA2 
C-3320 3 PT Control DOX-AMX-GEN-ERI-ENR Clásica dfrA12 + orfF + aadA2 
C-3321 3 PT Control DOX-AMX-GEN-ERI-ENR Clásica dfrA12 + orfF + aadA2 
C-3322 3 PT Control DOX-AMX-ERI-ENR Clásica dfrA12 + orfF + aadA2 
C-3323 3 PT Control DOX-AMX-ERI-ENR Clásica dfrA12 + orfF + aadA2 
C-3327 4 PT Control DOX-AMX-ERI Clásica aadB 
C-3342 5 PT Control DOX-AMX-ERI Clásica aadB 
C-3399 6 PT Media DOX-AMX-ERI Clásica aadB 
C-3397 6 PT Media DOX-AMX-ERI Región 3’CS desconocida Desconocida 
C-3398 6 PT Media DOX-AMX-ERI  Región 3’CS desconocida Desconocida 
C-3403 6 PT Media DOX-AMX-ERI  Región 3’CS desconocida Desconocida 
C-3404 7 PT Media DOX-AMX-ERI Clásica aadB 
C-3405 7 PT Media DOX-AMX-ERI Clásica aadB 
C-3407 7 PT Media DOX-AMX-ERI Clásica aadB 
C-3409 7 PT Media DOX-AMX-ERI Clásica aadB 
C-3410 7 PT Media DOX-AMX-ERI Clásica aadB 
C-3411 7 PT Media DOX-AMX-ERI Clásica aadB 
C-3412 7 PT Media DOX-AMX-ERI Clásica aadA2 
C-3413 7 PT Media DOX-AMX-ERI  Región 3’CS desconocida Desconocida 









Tabla 4.18. Cont.  
 
Aislado 









Tipo de configuración 
Configuración de la región 
variable 
 
C-3509 17 PT Baja DOX-AMX-ERI 
 
 Región 3’CS desconocida Desconocida 
C-3510 17 PT Baja DOX-AMX-ERI Clásicab aadB 
C-3512 17 PT Baja DOX-AMX-ERI Clásicab aadB 
C-3514 18 PT Baja DOX-AMX-ERI Integrasa truncada por IS26 Desconocida 
C-3515 18 PT Baja DOX-AMX-ERI Región 3’CS desconocida Desconocida 
C-3519 18 PT Baja DOX-AMX-ERI Integrasa truncada por IS26 Desconocida 
C-3520 18 PT Baja DOX-AMX-ERI Clásicab aadA2 
C-3522 18 PT Baja DOX-AMX-ERI Clásicab aadA2 
C-3523 18 PT Baja DOX-AMX-ERI Integrasa truncada por IS26 Desconocida 
C-3524 19 PT Baja DOX-AMX-ERI Clásicab aadA2 
C-3527 19 PT Baja DOX-AMX-ERI Integrasa truncada por IS26 Desconocido 
C-3604 12 PT Alta DOX-AMX-GEN-ERI-ENR Clásicab dfrA1 + aadA1 
C-3605 12 PT Alta DOX-AMX-GEN-ERI-ENR Clásicab dfrA1 + aadA1 
C-3606 12 PT Alta DOX-AMX-GEN-ERI-ENR Clásicab dfrA1 + aadA1 
C-3607 12 PT Alta DOX-AMX-GEN-ERI-ENR Clásicab dfrA1 + aadA1 
C-3608 12 PT Alta DOX-AMX-GEN-ERI-ENR Clásicab dfrA1 + aadA1 
C-3609 12 PT Alta DOX-AMX-GEN-ERI-ENR Clásicab dfrA1 + aadA1 
C-3610 12 PT Alta DOX-AMX-GEN-ERI-ENR Clásicab dfrA1 + aadA1 
C-3611 12 PT Alta DOX-AMX-GEN-ERI-ENR Clásicab dfrA1 + aadA1 
C-3612 12 PT Alta DOX-AMX-GEN-ERI Clásicab dfrA1 + aadA1 
C-3613 12 PT Alta DOX-AMX-GEN-ERI-ENR Clásicab dfrA1 + aadA1 
       
* Grupo control: 0 mg/L/d; dosis baja (subterapéutica): 50 mg/L/d durante 12 días; dosis media (terapéutica): 100 mg/L/d durante 6 días; dosis alta (superior a la 
terapéutica): 200 mg/L/d durante 3 días 
a Los datos de la columna hacen referencia a la resistencia a tres o más familias diferentes de antimicrobianos, siendo éstos los siguientes, DOX: doxiciclina;                  
AMX: amoxicilina; GEN: gentamicina; ERI: eritromicina; ENRO: enrofloxacina  
b Configuración clásica: 5’CS (intI1) + región variable + 3’CS (qacE1 + sul1).                                                          
  




4.11.3. AMPLIFICACIÓN DE LA REGIÓN VARIABLE DEL INTEGRÓN  
En los 56 aislados en los que se habían detectado integrones se estudió por 
PCR su región variable (tabla 4.18).  
La región variable no pudo estudiarse en 14 del total de aislados intI1 positivos 
con ausencia de la región 3’ CS, es decir, aislados qacE1 + sul1 negativos o 
integrones no clásicos.  
Se detectaron cuatro genes casetes diferentes en las regiones variables de los 
integrones caracterizados: aadA, aadB, dfrA y sat2 (en el integrón de clase 2). De 
éstos, el gen aadA fue el detectado con mayor frecuencia encontrándose en 25 de 
los 69 (36,2%) aislados analizados, seguido del gen dfrA que se halló en un 30,4% 
(21/69) de los aislados.  
El gen aadB se encontró en la región variable de 17 aislados distribuidos en 6 
animales en las tres fases, y que mostraron el fenotipo de resistencia              
DOX–AMX-ERI.  
La combinación dfrA12 + orfF + aadA2 se detectó en la región variable de 10 
aislados correspondientes en su totalidad a la fase PT de un mismo animal del 
grupo control y con un fenotipo mayoritario DOX–AMX–ERI-ENR. Estos genes 
estaban contenidos en la región variable con un tamaño de 1800 pb.  
La composición dfrA1 + aadA1 se detectó en la región variable (1600 pb) de 11 
aislados de los cuales 10 correspondieron a la fase PT de un mismo animal que 
recibió una dosis alta, y presentaban el fenotipo de resistencia DOX–AMX–GEN–
ERI-ENR. Otros investigadores también detectaron esta combinación de casetes 
genéticos de resistencia en aislados de E. coli de animales sanos (Sáenz y col., 
2004; Sunde, 2005; Costa y col., 2008). 
Las diferentes composiciones de genes casetes de los aislados de conejos 
integrón positivos aparecen ilustradas en las figuras 4.19 y 4.20. 
Estudios previos revelan la presencia de la combinación dfrA1 + aadA1 en 
aislados de E. coli portadores de integrones de clase 1 (Mazel y col., 2000; 
Waturangi y col., 2003). Asimismo, en un estudio realizado en aislados de 
Salmonella entérica se encontró una predominancia de casetes que confieren 
resistencia a aminoglucósidos (genes aadA) y trimetoprim (gen dfrA) (Antunes y 
col., 2006). Estos autores señalan que la persistencia de estos genes podría estar 
asociada con el uso extensivo de estreptomicina en animales productores de 




alimentos o probablemente sería el resultado de una asociación con otros genes de 
resistencia (co-selección) tales como el gen sul1. 
En un estudio realizado en aislados de E. coli de cerdos con diarrea portadores 
de integrones de clase 1, los genes casetes aadA1 y aadA2 fueron los más 
frecuentemente encontrados en sus regiones variables con un 97% de frecuencia 
(Kang y col., 2005).  
Los genes dfrA12 + orfF + aadA2 detectados en los diez aislados de la fase PT 
del animal 3 del grupo control, forman una combinación también encontrada en 
aislados multirresistentes de E. coli integrón clase 1 positivos aislados de pacientes 
hospitalizados al igual que la combinación dfrA1 + aadA1 (Chang y col., 2000). 
Yang y col. (2009) citan igualmente a estas dos combinaciones de genes como las 
comúnmente encontradas en aislados fecales de E. coli de personas y animales. 
Zhang y col. (2009) encontraron mayoritariamente la combinación de genes dfrA12 
+ orfF + aadA2 en aislados intI1 positivos de cerdos y pollos (54,4% y 29,23% 
respectivamente). Esta combinación de genes casetes también fue detectada en 
dos cepas de E. coli integrón positivo de animales sanos (Costa y col., 2008). 
Se identificó la composición de los genes casetes  dfrA1 + sat2 + aadA1 en la 
región variable (2200 pb) del único aislado portador de un integrón de clase 2 
(figura 4.20), que procedía de la fase PT de un animal tratado con dosis alta de 
doxiciclina como se señaló anteriormente. Esta combinación de genes que confieren 
resistencia a trimetoprim (dfrA1), a estreptotricina (sat2) y a espectinomicina y 
estreptomicina (aadA1) ha sido descrita previamente en una cepa comensal de 
cerdo intI2 positiva (Cocchi y col., 2007), en un aislado de E. coli del tracto 
gastrointestinal de un gato y en una cepa aislada del tracto respiratorio de un perro 
(Kadlec y  Schwarz, 2008). Es importante resaltar la poca variabilidad genética 
encontrada en los integrones de esta clase, lo que obedece fundamentalmente a la 
presencia de un codón de terminación dentro de la integrasa que hace al gen intI2 
inactivo e inoperante para la incorporación de otros genes casetes distintos a los 
encontrados dentro de la estructura del integrón (Hansson y col., 2002). Esta 
característica está avalada por otros estudios que señalan que el gen intI2 es a 
menudo interrumpido por un codón de terminación convirtiéndolo en un pseudogen, 
lo que explicaría los pocos genes que se encuentran descritos, en comparación con 
el número de genes casetes de los integrones de clase 1 (Crespo y col., 2005; 
Dubois y col., 2007). 
Cabe destacar el hecho de que en los aislados comensales de E. coli estudiados 
se detecten genes de resistencia a antimicrobianos no empleados en las 




explotaciones cunícolas, es decir, en ausencia de una presión selectiva directa 
ejercida por el uso de estos antimicrobianos tales como aminoglucósidos (genes 
aadA, aadB). Ello podría deberse a que estos genes estén ligados a casetes 
genéticos que confieren resistencia a otros antimicrobianos (Bischoff y col., 2005) 
usados actualmente aunque con una frecuencia relativamente baja como es el caso 
de sulfamidas, trimetoprim o una combinación de éstos, cuyo uso está limitado al 
tratamiento de ciertas patologías infecciosas en cunicultura.  
El uso de trimetoprim en combinación con sulfametoxazol en el tratamiento de 
diversas infecciones en conejos de producción posiblemente esté influyendo en la 
selección de diferentes variantes de genes dfr, que transportados en integrones 
favorecen su diseminación entre bacterias comensales de la microbiota intestinal de 
conejos sanos destinados al consumo, lo que sería relevante tanto para la industria 
cunícola como desde el punto de vista de la Salud Pública. En nuestro estudio, un 
39,6% (21/53) del total de los aislados que presentaron resistencia a trimetoprim 
+ sulfametoxazol (SXT) tenían integrones en cuya región variable estaba incluido 
algún gen dfr responsable de la resistencia a trimetoprim.(Skurnik y col. (2005) 
sostienen que los genes casetes dfrA y aadA una vez insertados en el integrón, e 
inclusive en ausencia de presión selectiva, pueden permanecer estables al menos 
durante un mes, sin embargo, este fenómeno no ha sido estudiado en períodos más 
largos. 
Viñué (2010) encontró que todos los aislados resistentes a SXT contenían 
integrones que portaban al menos un gen dfr, e indica que los genes de resistencia 
a esta combinación de antimicrobianos están casi siempre incluidos en integrones, 
favoreciendo de esta manera la co-selección.(Alvarez-Fernandez y col. (2003) 
hallaron una asociación estadísticamente significativa (P<0,01) entre la presencia 
de integrones y la resistencia a SXT (50% de aislados integrón positivos y 
resistentes vs. 27% de aislados integrón negativos y resistentes) 
Guerra y col. (2003) señalan la presencia de un único gen casete dentro de la 
región variable de los integrones de clase 1 (aadA1a en el 29% de aislados de      
E. coli provenientes de bovinos, cerdos y aves), al igual que en los aislados 
estudiados en este trabajo en los que se encontró un 30,4% de aislados con un 
único gen casete que confiere resistencia a aminoglucósidos (aadB o aadA). Sin 
embargo es conocido que la mayoría de los integrones de esta clase presentan por 
lo menos dos genes casetes. En este sentido Guerra y col. (2003) encontraron un 
40% de aislados con integrones portadores de los genes dfrA1 + aadA1a en 
aislados de E. coli de ganado vacuno, porcino y aves. Maynard y col. (2005) 




refieren que los diferentes genes casetes incluidos en la región variable de los 
integrones detectados en aislados de E. coli de cerdos codificaban básicamente la 
resistencia a aminoglucósidos y trimetoprim. Los datos de dicho trabajo coinciden 
con los de los aislados de conejos portadores de integrones de clase 1 de nuestro 
estudio, cuya región variable estuvo constituida por dos o más genes casetes que 
codifican la resistencia a trimetoprim y a aminoglucósidos fundamentalmente.  
Algunos autores hacen mención a la frecuente presencia de genes de 
resistencia a aminoglucósidos localizados en integrones (Lévesque y col., 1995; 
Sallen y col., 1995; Peters y col., 2001). La caracterización de integrones realizada 
por (Skurnik y col. (2006) en aislados de E. coli de origen fecal provenientes de 
granjas de animales bajo explotación intensiva permitió observar una pequeña 
diversidad en el contenido de genes casetes, representados por los genes aadA o 
dfrA. En un estudio publicado por (Machado y col. (2005) se expone que los 
integrones fueron frecuentemente encontrados en aislados de E. coli resistentes de 
pacientes hospitalizados, aunque la presencia de genes casetes que codifican 
resistencia a un antimicrobiano en particular se demostró solamente para 
trimetoprim, sulfonamida, estreptomicina, amikacina, gentamicina o kanamicina, 
resultados que coinciden con los obtenidos en este trabajo. 
Otras investigaciones señalan que el gen casete aadA se encuentra 
frecuentemente  en integrones de clase 1 en aislados clínicos y ambientales (Clark 
y col., 1999; Chang y col., 2000; Barlow y col., 2004; Antunes y col., 2007). En 
este sentido, trabajos previos hacen mención a que bacterias portadoras de genes 
de resistencia localizados en integrones pueden ser transferidas desde el suelo a 
animales y personas a través de los cultivos o del agua potable (Salyers, 2002; 






















































Figura 4.19. Representación esquemática de la estructura de los integrones de clase 1 y de 
la composición de casetes genéticos de resistencia analizados por secuenciación en aislados 
de E. coli de conejos tratados por vía oral con diferentes pautas de tratamiento con 
doxiciclina  
 



























4.1.4. ASOCIACIÓN ENTRE LA PRESENCIA DE INTEGRONES Y LA 
RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS 
4.11.4. Asociación entre la presencia de integrones y la resistencia a 
antimicrobianos 
Se compararon los porcentajes individuales de resistencia para todos los  
antimicrobianos ensayados (a excepción de la colistina, para la cual no se 
obtuvieron aislados resistentes) entre los aislados comensales portadores de 
integrones y aquellos en los cuales la integrasa estaba truncada hacia el extremo 5’ 
por la secuencia de inserción IS26 (integrones no clásicos, no funcionales o 
Figura 4.22. Representación esquemática de la estructura de los integrones de clase 1 no 
clásicos en aislados de E. coli de conejos tratados por vía oral con diferentes pautas de 
tratamiento con doxiciclina  
 
Figura 4.21. Representación esquemática de los integrones de clase 1 truncados por la 
secuencia de inserción IS26 (integrón de clase 1 no clásico) en aislados de E. coli de conejos 
tratados por vía oral con diferentes pautas de tratamiento con doxiciclina  
 
Figura 4.20. Representación esquemática de la estructura de los integrones de clase 2 y de la 
composición de casetes genéticos de resistencia analizados por secuenciación en aislados de  
E. coli de conejos tratados por vía oral con diferentes pautas de tratamiento con doxiciclina.  
 




inactivos) (figura 4.21). Estos últimos fueron muy similares entre sí, ya que como 
máximo fueron resistentes a tres antimicrobianos (figura 4.23). Asimismo 
presentaron el mismo fenotipo de multirresistencia (DOX-AMX-ERI), con lo cual no 
podría descartarse la posibilidad de que en la región variable de estos integrones 
estuvieran presentes casetes genéticos similares a los de los aislados resistentes a 
tres antimicrobianos con presencia de integrón de clase 1. Además, el hecho de que 
la integrasa estuviera truncada por la IS26 no significa que esos genes casetes no 






Figura 4.23.  Asociación entre fenotipo de multirresistencia a antimicrobianos y la presencia 
de integrones de clase 1 en aislados de E. coli de conejos tratados por vía oral con diferentes 
pautas de doxiciclina 
 
Se observó una diferencia estadísticamente significativa en los porcentajes de 
resistencia a gentamicina (P<0,01) y enrofloxacina (P<0,0001) entre los aislados 
con integrones y los aislados con integrasa truncada o integrones inactivos, lo que 
posiblemente esté asociado con la presencia de genes casetes que confieren 
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Tabla 4.19. Resistencia a antimicrobianos de los aislados de conejo de E. coli portadores de 






Aislados con integrasa 



















Amoxicilina 56 100,0 13 100,0 
Gentamicina  14a 25,0 1 7,7b 
Eritromicina 56 100,0 13 100,0 
Enrofloxacina  19c 34,0 0  00,0d 
* En estos aislados la integrasa estuvo truncada hacia el extremo 5’ por la secuencia de inserción IS26 
(integrones no clásicos, no funcionales  o inactivos)                                                                                                                       
P a,b< 0.01                                                                                                                                       
P c,d< 0.0001 
 
En el caso del aminoglucósido estudiado, la presencia del gen aadB (ant2”)-I 
que confiere resistencia a gentamicina, tobramicina y kanamicina a través de un 
mecanismo de modificación enzimática del aminoglucósido por acción de la enzima 
O-adeniltransferasa (Recchia y  Hall, 1995b) podría explicar estas diferencias. Sin 
embargo, es de resaltar que, a pesar de que en estos aislados, se encontró el gen 
aadB en la región variable del integrón, la presencia del gen no se correspondió con 
el fenotipo de resistencia, ya que los aislados fueron sensibles a gentamicina (tabla 
4.18), por lo que cabe suponer que el gen no se esté expresando o no esté activo 
por razones no estudiadas en este trabajo. 
A manera de referencia, algunos estudios muestran porcentajes mayores de 
aislados resistentes a gentamicina en aislados clínicos de E. coli de perros y gatos 
portadores de integrones (47,8%), en comparación con los aislados integrón 
negativos (10,2%) (Shaheen y col., 2010). En otro estudio en el que se caracterizó 
un grupo de aislados de la familia Enterobacteriaceae (Pseudomonas spp., 
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Salmonella 
typhimurium y Escherichia coli) para estudiar la asociación entre la presencia de 
integrones y de genes aminoglucósidos resistentes, se detectaron los genes    
ant2”-I, aac(3)-Ia y aac(3)-IIa en dichos aislados. De éstos genes casetes,  ant2”-I 
fue el más comúnmente encontrado dentro de un integrón de clase 1 (Lévesque y 
col., 1995).  




 En el caso de la enrofloxacina, la resistencia detectada únicamente en los 
aislados con integrones (tabla 4.19) puede deberse posiblemente a la presencia de 
genes que codifican un mecanismo de resistencia a este antimicrobiano y que no 
forman parte de los genes casetes contenidos en la región variable, pudiendo 
localizarse en otras estructuras genéticas como plásmidos o transposones. La 
asociación entre integrones y resistencia a fluoroquinolonas es un fenómeno 
conocido (Martínez-Freijo y col., 1998) y probablemente esté relacionado con la 
presencia de integrones en plásmidos mutagénicos (Ambler y  Pinney, 1995), o 
bien con la presencia de plásmidos que porten genes que alteren la permeabilidad 
celular o que tengan mecanismos de transporte extracelular (Poole, 1994; Piddock, 
1995).  
Se observaron altos porcentajes de resistencia a doxiciclina, amoxicilina y 
eritromicina en ambos grupos de aislados, debido posiblemente a la presencia de 
genes que codifican resistencia a estos antimicrobianos y que en este estudio no 
fueron identificados dentro de la región variable de los aislados portadores de 
integrones. Tal es el caso de los genes tet y de los genes bla (presentes en los 
aislados resistentes) que confieren resistencia a tetraciclinas y betalactámicos 
respectivamente y que pudieran estar presentes en un plásmido o en un 
transposón. 
La adquisición de integrones se considera la mayor causa de multirresistencias 
en bacterias gramnegativas, principalmente en enterobacterias y pseudomonas. 
Varios estudios han mostrado que entre un 43 y un 50% de los aislados clínicos 
europeos recientes son portadores de integrones y están significativamente  
asociados con resistencia a antimicrobianos en mayor medida que los aislados 
integrón negativos (Jones y col., 1997; Martinez-Freijo y col., 1998; Álvarez-
Fernández, 2003). Previamente Lévesque y col. (1995) encontraron cerca de 75% 
de aislados clínicos resistentes a aminoglucósidos portadores de integrones 
incluyendo principalmente el gen casete aadA.  
 
4.11.5. Identificación de grupos filogenéticos en aislados comensales de        
E. coli portadores de integrones 
Se realizó la identificación del grupo filogenético en todos los asialdos de E. coli 
resistentes a tres o más antimicrobianos portadores de integrones. El grupo 
filogenético D fue el detectado con mayor frecuencia (62,5%) entre los aislados 
intI1 positivos y que estaba presente en 6 de los 10 animales con aislados intI1 
positivos. Los aislados de este grupo mostraron una mayor asociación con el 




fenotipo de resistencia a 3 antimicrobianos (DOX-AMX-ERI) (un 60,0% del total de 
aislados pertenecientes a este grupo). No obstante, también se detectó en 
fenotipos con multirresistencia a 4 y 5 antimicrobianos. Por otro lado, se encontró 
que no hubo asociación entre pertenecer al grupo D y la presencia de integrones 
(P=0,13). 
El grupo B2 se detectó en 9 aislados (16%) procedentes de 3 animales y 
asociados igualmente y en un mayor porcentaje (77,8%) con el fenotipo de 
multirresistencia a 3 antimicrobianos DOXI-AMX-ERI.  
En nuestro estudio el grupo A se detectó en 8 aislados (14%) intI1 positivos 
procedentes de tres animales, asociados fundamentalmente con el resistotipo 
DOXI-AMX-GEN-ERI-ENR. El grupo B1 fue detectado con menor frecuencia 
encontrándose en solo 4 aislados intI1 positivos (7%) procedentes de dos animales 
y relacionados en su totalidad con el fenotipo de resistencia a tres antimicrobianos 
(DOX-AM-ERI), lo que no coincide con lo hallado por(Carlos y col. (2010) quienes 
encontraron una mayor prevalencia de aislados fecales en animales herbívoros 
correspondientes al grupo B1. En base a la datos presentados en este trabajo se 
observó que los cuatro grupos filogenéticos que definen la estructura poblacional de 
E. coli fueron identificados en este estudio (figura 4.24 y tabla 4.20) y que estaban 
asociados mayoritariamente con el resistotipo DOX-AMX-ERI. Escobar-Páramo y 
col. (2004) y Gordon y Cowling. (2003) observaron diferencias en la frecuencia de 
los cuatro grupos filogenéticos en aislados comensales en función del hospedador. 
 
            
Figura 4.24. Distribución porcentual de los aislados portadores de integrones analizados en 
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Tabla 4.20. Identificación de grupos filogenéticos en los aislados de E. coli con integrones 
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C-3208         17 DOX-AMX-ERI FT intI1 B2 
C-3209         17 DOX-AMX-ERI FT intI1 B2 
C-3210         17 DOX-AMX-ERI FT intI1 D 
C-3211         17 DOX-AMX-ERI FT intI1 B2 
C-3212         17 DOX-AMX-ERI FT intI1 B2 
C-3214         18 DOX-AMX-ERI FT intI1 B2 
C-3216         18 DOX-AMX-ERI FT intI1 D 
C-3218         18 DOX-AMX-ERI FT intI1 D 
C-3219         18 DOX-AMX-ERI FT intI1 D 
C-3220         18 DOX-AMX-ERI FT intI1 D 
C-3221         18 DOX-AMX-ERI FT intI1 D 
C-3222         18 DOX-AMX-ERI FT intI1 D 
C-3223         18 DOX-AMX-ERI FT intI1 D 
C-3314          3 DOX-AMX-GEN-ERI-ENR PT intI1 D 
C-3315          3 DOX-AMX-ERI-ENR PT intI1 D 
C-3316          3 DOX-AMX-ERI-ENR PT intI1 D 
C-3317          3 DOX-AMX-ERI-ENR PT intI1 D 
C-3318          3 DOX-AMX-ERI-ENR PT intI1 D 
C-3319          3 DOX-AMX-ERI-ENR PT intI1 D 
C-3320          3 DOX-AMX-GEN-ERI-ENR PT intI1 D 
C-3321          3 DOX-AMX-GEN-ERI-ENR PT intI1 D 
C-3322          3 DOX-AMX-ERI-ENR PT intI1 B2 
C-3323          3 DOX-AMX-ERI-ENR PT intI1 B2 
C-3327          4 DOX-AMX-ERI PT intI1 B2 
C-3342          5 DOX-AMX-ERI PT intI1 B1 
C-3399          6 DOX-AMX-ERI PT intI1 B1 
C-3397          6 DOX-AMX-ERI PT intI1 B1 
C-3398          6 DOX-AMX-ERI PT intI1 B1 
C-3403          6 DOX-AMX-ERI PT intI1 D 
C-3404          7 DOX-AMX-ERI PT intI1 D 
C-3405          7 DOX-AMX-ERI PT intI1 D 
C-3407          7 DOX-AMX-ERI PT intI1 D 
C-3409          7 DOX-AMX-ERI PT intI1 D 
C-3410          7 DOX-AMX-ERI PT intI1 D 
C-3411          7 DOX-AMX-ERI PT intI1 D 
C-3412          7 DOX-AMX-ERI PT intI1 D 
C-3413          7 DOX-AMX-ERI PT intI1 D 
C-3509         17 DOX-AMX-ERI PT intI1 B2 
C-3510         17 DOX-AMX-ERI PT intI1 D 
C-3512         17 DOX-AMX-ERI PT intI1 D 
C-3515         18 DOX-AMX-ERI PT intI1 D 
C-3520         18 DOX-AMX-ERI PT intI1 D 
C-3522         18 DOX-AMX-ERI PT intI1 D 
C-3524         19 DOX-AMX-ERI PT intI1 A 
C-3604         12 DOX-AMX-GEN-ERI-ENR PT intI1 D 
C-3605         12 DOX-AMX-GEN-ERI-ENR PT intI1 D 
C-3606         12 DOX-AMX-GEN-ERI-ENR PT intI1 D 
C-3607         12 DOX-AMX-GEN-ERI-ENR PT intI1 D 
C-3608         12 DOX-AMX-GEN-ERI-ENR PT intI1 A 
C-3609         12 DOX-AMX-GEN-ERI-ENR PT intI1 A 
C-3610         12 DOX-AMX-GEN-ERI-ENR PT intI1 A 
C-3611         12 DOX-AMX-GEN-ERI-ENR PT intI1 A 
C-3612         12 DOX-AMX-ERI-ENR PT intI1 A 
C-3613         12 DOX-AMX-GEN-ERI-ENR PT intI1 A 
C-3627         14 DOX-AMX-ERI-ENR PT intI1, intI2 A 
     
 
 




Contrariamente a nuestro hallazgos, Cochi y col. (2007) encontraron que los 
integrones eran más frecuentes en aislados del grupo filogenético A que en los 
grupos B1, B2 y D (P=0,00147), los cuales mostraron una similar distribución de 
los integrones.  
En definitiva se encontró una importante variación de la frecuencia relativa de 
los distintos grupos filogenéticos en los aislados multirresistentes en este estudio, 
observándose una sobrerrepresentación del grupo filogenético D, lo cual es un 
hecho llamativo si nos basamos en estudios previos en los cuales se ha detectado 
en mamíferos una mayor frecuencia de aislados de E. coli pertenecientes a los 
grupos A y B1 (Bibbal y col., 2009; Tenaillon y col., 2010), mientras que los 
aislados de E. coli del grupo D son menos frecuentes (Gordon y  Cowling, 2003; 
Escobar-Paramo y col., 2006; Skurnik y col., 2006; Bibbal y col., 2009; Nowrouzian 
y col., 2009). 
En base a nuestros resultados se podría pensar en una correlación hipotética de 
estos hallazgos con el origen de los aislados según la especie animal, con las 
características propias de la microbiota intestinal de los conejos, la dieta, masa 
corporal o simplemente como consecuencia de la presión selectiva antibiótica, 
dando lugar a una mayor representación numérica y porcentual de determinados 
filogrupos, como sugieren Carlos y col. (2010) en un estudio realizado en otros 
mamíferos. En relación a este último factor,(Walk y col. (2007) encontraron una 
sobreabundancia de aislados de E. coli resistentes a ampicilina en granjas lecheras 
convencionales cuyos animales fueron tratados con este antimicrobiano. Estos 
investigadores hipotetizaron que la diferencia en la composición genética de la 
población de E. coli de estos animales podía estar vinculada a un mayor uso de 
ampicilina en granjas convencionales. Otros estudios realizados en personas y 
animales plantearon que antes de la administración de un antimicrobiano, el 
principal grupo filogenético entre los aislados de E. coli fue B1, seguido del grupo A 
(Maynard y col., 2004; Bonacorsi y  Bingen, 2005; Moulin-Schouleur y col., 2007). 
(Skurnik y col. (2005) encontraron que aislados clínicos de E. coli del grupo B2 
eran menos resistentes a varios antimicrobianos en comparación con aislados 
pertenecientes a otros grupos filogenéticos o aislados no B2.  
Si analizamos la distribución de la totalidad de los aislados de E. coli en función 
del grupo filogenético al que pertenecen, e independientemente de que fueran 
portadores o no de integrones, observamos que estos aislados tanto en los 
animales del grupo control como en los tratados, pertenecían mayoritariamente al 
grupo filogenético D seguido del B2. Según indican otros estudios, las cepas 




extraintestinales patógenas pertenecen en su mayoría a los grupos D y B2 (Johnson 
y Stell, 2000; Picard y col., 1999; Picard y Goullet, 1989), hallazgo que llama la 
atención pues en principio los aislados analizados son comensales y es posible que 
lo descrito para otras especies no sea aplicable a los conejos.  
En las figuras 4.25 y 4.26 puede observarse como en la fase AT tanto en los 
controles como en los tratados los aislados predominantes correspondieron al 
filogrupo D seguido del A, lo que indica que se trata de una población heterogénea 
en virtud de que los aislados pertenecientes al grupo A son considerados como 
parte de la microbiota comensal intestinal (Bingen y col., 1998). Tanto en la fase de 
FT como en PT en los animales controles se observó una disminución en los 
porcentajes de aislados del filogrupo A y una predominancia de aislados 
pertenecientes a los grupos filogenéticos D y B2 (figura 4.25). Una tendencia 
similar se observó en los animales tratados, mostrándose una distribución muy 
similar de los porcentajes de aislados de E. coli pertenecientes a los cuatro 
filogrupos tanto en FT como en PT (figura 4.26). 
 
 
            
      
Figura 4.25. Identificación de grupos filogenéticos en los aislados de E. coli procedentes de 
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Figura 4.26. Identificación de grupos filogenéticos en los aislados de E. coli procedentes de 
los conejos tratados por vía oral con diferentes pautas de doxiciclina 
 
Finalmente, los resultados de esta investigación muestran poca variabilidad de 
genes de resistencia a antimicrobianos detectados en las regiones variables de los 
integrones caracterizados.  
Por otro lado, deberían realizarse experimentos de conjugación con el fin de 
comprobar que los aislados portadores de integrones detectados en este estudio 
pueden servir como reservorios potenciales para la diseminación de genes de 
resistencia a diferentes antimicrobianos (Nogrady y col., 2006; Boucher y col., 
2007).  
Muchas otras investigaciones avalan el hecho de que la transferencia horizontal 
de integrones se considera como el mecanismo más eficiente para la diseminación 
de genes de resistencia y la emergencia de aislados multirresistentes (Rowe-
Magnus y  Mazel, 2001; Hanau-Bercot y col., 2002). 
Lu y col. (2010) sugieren que la resistencia a antimicrobianos y la presencia de 
integrones fue consistente con la presión de selección antimicrobiana, lo cual 
subraya la importancia de un uso prudente y alternado de agentes antimicrobianos 
tanto en medicina humana como en veterinaria. Asimismo, señalan que la 
transferencia horizontal y vertical fue observada jugando un rol importante en la 
diseminación de genes de resistencia en aislados multirresistentes de animales, 
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Primera. No se consiguió demostrar la hipótesis propuesta de que la combinación 
dosis-duración del tratamiento con doxiciclina por vía oral influye sobre el desarrollo 
y/o selección de bacterias resistentes utilizando como modelo animal el conejo y 
como prototipo de bacteria E. coli. Y ello debido, seguramente, al alto porcentaje de 
aislados de E. coli resistentes a este antimicrobiano presentes en la microbiota 
intestinal antes del tratamiento. En otras palabras, el modelo propuesto no 
permitió, como inicialmente se pretendía, evaluar el riesgo de desarrollo o selección 
de Escherichia coli resistentes. 
 
Segunda. La microbiota bacteriana habitual de los conejos puede desempeñar un 
papel importante como reservorio de genes de resistencia a tetraciclinas. 
Tercera. Los aislados comensales de E. coli de la microbiota intestinal de los 
conejos son un reservorio de betalactamasas de espectro extendido, cuya 
transferencia a bacterias patógenas no debería descartarse. 
Cuarta. Los genes qnr que codifican resistencia a fluoroquinolonas mediada por 
plásmidos no juegan un papel importante en la selección de aislados resistentes a 
fluoroquinolonas en conejos. 
Quinta. El tratamiento con doxiciclina originó un cambio en las poblaciones de      
E. coli predominantes en la microbiota intestinal de los conejos, favoreciendo en 
algunos casos el desarrollo de una población homogénea desde el punto de vista 
genotípico con el fenotipo de resistencia predominante DOX-ERI. 
Sexta. Se encontró poca diversidad de genes de resistencia a antimicrobianos en 
las regiones variables de los integrones caracterizados. 
Séptima. Los grupos filogenéticos de  E. coli detectados con mayor frecuencia 
entre los aislados de conejos fueron el D y el B2, filogrupos que en otras especies 
se han asociado con aislados extraintestinales patógenos. 
 
Octava. El hecho de que un mismo fenotipo de resistencia estuviera asociado con 
diferentes genotipos presentes en los aislados del mismo animal o, a la inversa, que 
un mismo genotipo se asociara con diferentes fenotipos podría indicar la posible 
transferencia horizontal entre bacterias de genes de resistencia o a la captación de 
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